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1 Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Die Familie der Juglandaceae

Die Juglandaceae (Walnussgewéchse) gehdren zusammen mit den Fagaceae, den Betulaceae, den
Myricaceae und noch vier weiteren Familien zur Ordnung der Fagales (Gemeinholzer 2018;
Manos und Stone 2001). Die mehr als 60 Arten umfassende Familie l&sst sich in zwei
Unterfamilien (Engelhadioideae und Juglandoideae) einteilen (Abbildung 1), wovon letztere noch
in zwei Triben bzw. mehrere Subtriben untergliedert ist. Insgesamt umfasst die Familie neun
rezente Gattungen (Manos et al. 2007). Dabei handelt es sich um mondzische, laubabwerfende
Geholzpflanzen (vorwiegend Béume), deren aromatische Blatter allesamt gefiedert sind. Die
Blattnarben weisen drei Gruppen von auffalligen Leitbundelstrangen auf. Ménnliche Bliten sind
als hdngende Kéatzchen an vorjéhrigen Trieben zu finden, wohingegen sich die weiblichen Bliten
in Form von Ahren an diesjihrigen Trieben bilden. Die Bliitenhiille besteht aus 0-4 Tepalen und
der Blitenboden ist oft mit einem Tragblatt (Braktee) und zwei Vorblattern (Brakteola)
verwachsen. Der unterstdndige Fruchtknoten besteht meist aus zwei verwachsenen Fruchtblattern,
die Fruchte sind Nusse. Vertreter der Familie sind heute in Stidosteuropa, in Zentral-, Ost- und
Stidasien sowie in Zentral- und Sudamerika beheimatet (Gemeinholzer 2018; Manning 1978;
Manos und Stone 2001).

Familie Juglandaceae
Unterfamilie Engelhadioideae Juglandoideae

Tribus Platycaryeae Juglandeae
Subtribus Juglandinae

Gattung {Engelhardia] { Alfaropsis J [Oreomunnea} { Alfaroa J { Platycarya ] { Carya J [ Pterocarya] { Cyclocarya } { Juglans J

Abbildung 1 Systematische Gliederung der Juglandaceae nach Manos et al. (2007).

1.1.1 Die Gattung Juglans

Unter die Gattung Juglans fallen sommergriine, gro3e, mondzische Baume mit oft verzweigter
Hauptachse, die allerdings auch strauchartig wachsen kénnen. Die ganzrandigen bis geségten

Fiederblatter sind spiralig angeordnet. Die ménnlichen K&tzchen hdngen einzeln an vorjahrigen
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Sprossen und die weiblichen Ahren sind 2-30blitig. Die Nussoberflache ist glatt bis scharf gerippt
und zergratet, wobei die Nusswand diinn bis kndchern mit oft auffalligen Ausbuchtungen versehen
ist. Zur Gattung z&hlen 21 Arten, die im sudlichen Mitteleuropa bis Ostasien, in Japan, dem
Ostlichen und westlichen Nordamerika bis nach Nord-Argentinien verbreitet sind
(Abbildung 2). Die Gattung lasst sich unter anderem anhand der Morphologie der Blatter und der

Nsse in vier Sektionen einteilen (Schaarschmidt 2006):
Sektion Juglans (Walnsse)

Die Endfieder bei Arten dieser Sektion ist meist groRer als die Seitenfiedern (5-9(11)) und die
Nuss ist vierkammerig. Die Sektion besteht aus den Arten J. regia L. und J. sigillata Dode.
Letztere besitzt im Gegensatz zur diinnen Schale und dem papierédhnlichen Septum von J. regia
eine dickere Schale und dunkle Kerne. Frither wurde sie als Okotyp von J. regia angesehen,
wohingegen neuere genetische Untersuchungen von einer eigenstandigen Art ausgehen (Aradhya
et al. 2007). Das Vorkommen dieser Sektion erstreckt sich vom siidlichen Mitteleuropa bis China
(Schaarschmidt 2006).

Sektion Rhysocaryon (Schwarzniisse)

Die Endfieder bei Arten dieser Sektion ist meist Kleiner als die Seitenfiedern (9-17) und die
dickwandigen Nusse sind vierkammerig mit einem dicken Septum. Die gegenwaértig 14 Arten
dieser Sektion sind endemisch in Amerika, wovon sieben in Nordamerika (J. californica S.
Watson, J. hindsii Jeps. ex R.E. Sm., J. hirsuta W.E. Manning, J. major (Torr.) A. Heller, J.
microcarpa Berland., J. mollis Engelm., J. nigra L.) drei in Zentralamerika (J. olanchana Standl.
& L.O.Williams, J. steyermarkii W.E. Manning, J. guatemalensis W.E. Manning) und vier in
Stdamerika (J. australis Griesb., J. boliviana (C. DC.) Dode, J. neotropica Diels, and J.

venezuelensis W.E. Manning) vorkommen (Aradhya et al. 2007).
Sektion Cardiocaryon (,,Orientalische Butterntisse*)

Arten dieser Sektion besitzen 9-17 Fiedern und eine dickwandige, zweikammerige Nuss mit
dickem Septum. Die Sektion umfasst drei Arten (J. ailantifolia Carr., J. cathayensis Dode und J.
mandshurica Maxim.), die alle in Ostasien beheimatet sind (Aradhya et al. 2007). Neuerdings
weden J. cathayensis und J. mandshurica als eine Art betrachtet (Stevens et al. 2018; The Plant
List 2013).
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Sektion Trachycaryon (Butternuss)

Die einzige Art (J. cinerea L.) dieser Sektion weist 11-19 Fiederblatter auf und ihre
zweikammerige Nuss besitzt eine dicke Schale und ein dickes Septum. J. cinerea kommt

ausschlieBlich im dstlichen Nordamerika vor (Aradhya et al. 2007).

J. mandshurica*

}" J. sigillata

i

J. hindsii

J. californica

. ::5 1 J. cinerea ‘Illl‘”““l I w '. \Il o %
- Il #ﬂ Ay
& ""'” hynn L B

J. nigra
J. microcarpa \ J. ailantifolia

J. regia J. cathayensis*

4
*
»

J. major
J. mollis

J. guatemalensis
J. olanchana g
J. neotropica /

J. australis

Abbildung 2 Heutige natirliche Verbreitungsgebiete einiger Juglans Arten modifiziert nach Aradhya et al. (2007) und
McGranahan und Leslie (1991); * diese beiden Arten werden manchmal als eine Art (J. mandshurica) zusammengefasst.

Der Ursprung der Gattung Juglans liegt wahrscheinlich im Ubergang zwischen spitem Paldozin
und frihem Eozan (vor ca. 54 Mio. Jahren). Uber die nordatlantische Landbriicke konnten sich
Vertreter der Gattung von Ostamerika nach Westeuropa bis ins spate Eozén (vor ca. 38-34 Mio.
Jahren) und Uber die BeringstralRe von Westamerika nach Ostasien bis ins mittlere Tertiar (vor ca.
34-23 Mio. Jahren) ausbreiten, weshalb die Gattung bis heute eine interkontinentale Verbreitung
aufweist. Seit Langerem ging man davon aus, dass die beiden Sektionen Rhysocaryon und
Cardiocaryon zeitgleich (vor ca. 45 Mio. Jahren) von der Sektion Juglans divergierten und sich
erst anschlieBend voneinander differenzierten. Allerdings steht diese These in Diskrepanz zur
heutigen geografischen Verteilung der Sektionen. So ist es widersprichlich, dass, obwohl sich die
Sektionen einen gemeinsamen Vorfahren teilen, Rhysocaryon nur in Amerika und die Butterniisse
sowohl in Amerika (J. cinerea) als auch in Asien verbreitet sind. Neuere molekulargenetische
Untersuchungen haben sich es zur Aufgabe gemacht, diese Diskrepanz aufzukléren, wodurch J.
cinerea zunéchst zur Sektion Cardiocaryon und spéter zu Rhysocaryon eingeordnet wurde
(Aradhya et al. 2007; Dong et al. 2017). Mittlerweile wird auch diskutiert, ob sich zundchst die
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Sektion Rhysocaryon (vor ca. 47,6 Mio. Jahren) und anschlieBend die Sektion Cardiocaryon (vor

ca. 44,8 Mio. Jahren) von der Sektion Juglans abgespalten haben.

Durch Kontinentaldrift und Eiszeiten werden die Verbindungen zwischen den Kontinenten ab dem
Pliozén (vor ca. 5,3-2,6 Mio. Jahren) blockiert, wodurch es zu einer separaten Evolution der Arten
in der Alten und der Neuen Welt kam. Als die Gletscherausbreitungen wahrend der Eiszeiten von
Norden her zunahmen, wurden die einzelnen Vertreter der Gattung in den warmeren Siiden hin
abgedrangt. In Nordamerika war dies durch die Nord/Ost-Ausrichtung der Gebirge fast
ungehindert moéglich, in Ostasien war die Vergletscherung weniger ausgepragt, sodass hier viele
Arten (berleben konnten. Bei den Populationen in Europa hingegen sorgte die Ost/\West-
Ausbreitung der Alpen fir ein komplettes Aussterben aller Juglans Arten. In wieweit einzelne
Populationen im Mittelmeerraum die Eiszeiten Uberdauern konnten, ist bis heute noch nicht
ganzlich geklart (Aradhya et al. 2007; Schaarschmidt 2006; Wittig 2012).

1.1.2 Juglans regia L.

Botanik

Die Echte Walnuss oder Juglans regia ist ein

sommergriner Baum, der eine Hdhe von bis zu
35 m erreichen kann und eine breite, abgerundete
Krone aufweist (Abbildung 3). Einzelne Individuen
kdnnen ein Alter von bis zu 150 Jahren erreichen.
Die Triebe sind anfangs spérlich rostfarben behaart,
spater kahl, glanzend mit olivbrauner Farbe und
hellen Lentizellen. Die Blattnarben sind aufféllig
grol} und das Mark ist quer gekammert. Die mit
wenig Schuppen versehenen Knospen sind grau- bis
schwarzbraun, wobei die Endknospe groler als die
Seitenknospen ist. Dabei handelt es sich entweder
um kugelige Laubknospen oder zapfenférmige

Bllutenknospen. Die  Blatter sind  spiralig

angeordnet, unpaarig gefiedert und weisen beim

Abbildung 3 Walnussbaum im Botanischen Garten der Zerreiben einen aromatischen Duft auf. Die Anzahl
Universitat Regensburg. ] ] . . ]
der ovalen, ganzrandigen Fiederblatter belduft sich
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auf meistens funf bis neun, wobei die Endfieder
gestielt und groRer ist als die seitlichen Fiederblatter
(Abbildung 4). Die junge Rinde ist anfangs glatt,
hell- bis silbergrau und wird spater tief gefurcht und
dunkelgrau. Bei der Pflanze handelt es sich um

einen Windbestéuber, die Blute beginnt Ende April

bis Anfang Juni zeitgleich mit dem Laubaustrieb.

Abbildung 4 Fiederblatter der Walnuss.

Die Bluten sind mondzisch, wobei die ménnlichen,
héngenden Katzchen aus vorjahrigen Trieben und
die weiblichen einzeln oder bis zu fiinf an der Zahl in Ahren an diesjahrigen Trieben auswachsen.
Die weiblichen Bluten sind eher unscheinbar, besitzen aber zwei groRRe weillliche oder rétliche
Narben. Die Fruchte reifen im September und Oktober heran. Es handelt sich dabei um einsamige
Nsse, die von einer glatten, dicken, griinen Schale umgeben sind. Die Nuss ist kugelig bis oval
mit einer stark verholzten, hellbraunen, leicht gefurchten, aus zwei Halften bestehender
verwachsenen Schale. Die nahrhaften Samen bestehen vor allem aus den zwei gefalteten
Keimblattern, die von einem diinnen, sproden Septum getrennt sind (Aas 2008; Schaarschmidt
2006).

Verbreitungsgeschichte

Populationen von Arten aus denen die heutige Walnuss J. regia hervorgegangen ist, waren seit
dem Eozén (vor ca. 54 - 34 Mio. Jahren) bis zum Ende des Tertiars vor ca. 2,6 Mio. Jahren in
Europa weit verbreitet. Durch die Kaltphasen des Pleistozans (vor ca. 2,6 Mio. - 11.700 Jahren)
kam es in Europa zum Aussterben der Juglans Populationen, wobei nur in Refugialgebieten im
Stdosten Europas, vor allem im Kaukasus oder im Gebiet um das nérdliche Pakistan einzelne
Populationen uberleben konnten. Ob zusétzlich noch einzelne isolierte Juglans Populationen im
Mittelmeerraum Uberlebten, ist bis heute noch nicht ganzlich geklart (Aradhya et al. 2017
Schaarschmidt 2006). Da die rdaumliche Ausbreitung von Juglans Arten durch ihre schweren
Nusse begrenzt ist, liegt es auf der Hand, dass das heutige Verbreitungsgebiet anthropogenen
Ursprungs ist. Obwohl manche Quellen von einer anthropogenen Verbreitung der Walnuss in
vorgeschichtlicher Zeit ausgehen (Joly und Visset 2009), ist nur die kultivierte Verbreitung in den
letzten 1-2 Jahrtausenden v. Chr. gesichert. VVor allem durch die Griechen und die RGmer wurde

die Walnuss in groRen Teilen Europas wieder eingefuihrt (Beer et al. 2008).
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Mythologie

Da die Walnuss bereits fir die
Griechen in der Antike eine
wichtige Nahrungsquelle darstellte,
haben die Nuss und der Baum auch
in der Mythologie immer wieder
einen besonderen Platz
eingenommen. Eine Sage aus dem
antiken Griechenland zieht sich bis
in die Gegenwart und findet heute
noch auf der Akropolis Beachtung.
Wahrend Dionysos - der Gott des
Weines - den Lakonierkdnig Dion
besuchte, verliebte er sich in dessen
jungste  Tochter Carya. Da
allerdings die Schwestern Caryas
auf diese Liebe eifersiichtig waren,
verrieten sie das Verhdltnis von
Dionysos zu Carya ihrem Vater.
Daraufhin ~ war  Carya  so
verzweifelt, dass sie starb.
Dionysos verwandelte Carya in
einen  Walnussbaum und ihre

Schwestern aus Rache in Steine.

Die Nachricht von Caryas Tod

- N4
B o i ;
\ Vil i TSt

Abbildung 5 Oben links: zwei der funf original Karyatiden im Akropolis wurde von Artemis an die Lakonier
Museum in Athen; oben rechts: die sechste Karytide im British Museum in

London; unten: Karyatiden des Erechtheion Temepls auf der Akropolis in {iberbracht, woraufhin diese in
Athen.

Gedenken an Carya einen von aus
Holzstdmmen geschnitzten Frauengestalten - den Karyatiden - getragenen Tempel errichteten
(Cleene und Lejeune 2002). Ein Nachbau dieses Tempels ist heute in Form des Erechtheion auf
der Akropolis in Athen zu finden, wobei es sich allerdings bei den Karyatiden um Replikate
handelt. Finf der echten Karyatiden sind im Akropolis Museum in Athen und die sechste im
British Museum in London zu finden (Abbildung 5).
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Inhaltsstoffe

Zu den Inhaltsstoffen der Walnussblatter zéhlen vor allem Gerbstoffe und Flavonoidglykoside.
AulRerdem wurden neben Naphtochinonen, Tetralonen und Anthrachinonen (Verdan et al. 2015;
Yao et al. 2012) auch Phenylpropanoide und Diarylheptanoide gefunden (Amaral et al. 2004;
Pereira et al. 2007; Schwindl et al. 2017; Wagner und Bauer 1999; Zhao et al. 2014). Weitere
Inhaltsstoffe sind Mono- und Sesquiterpene (Rather et al. 2012; Wang et al. 2014) sowie
Apocarotinoide (Bou Abdallah et al. 2016; Forino et al. 2016), Steroide (Pauli et al. 2010; Wang
et al. 2014) und Vitamin C (Daglish 1951).

Anwendungen

Walnussblatter werden seit Langem volksmedizinisch, vor allem in Form eines Dekokts, in
verschiedenen Kulturen eingesetzt. Die Kommission E und der Ausschuss flr pflanzliche
Arzneimittel (HMPC) der Européischen Arzneimittel-Agentur (EMA) weisen auf eine
adstringierende Wirkung des Dekokts und anderer galenischer Zubereitungen hin, die bei leichten,
oberflachlichen Entziindungen der Haut und bei tiberméaRiger Schweillabsonderung der Hande und
FuRe angewendet werden kdnnen (Committee on Herbal Medicinal Products (HMPC) 2013).
Volksmedizinisch wurden Krankheiten wie Malaria (Fujita et al. 1995), rheumatisch bedingte
Schmerzen (Wichtl und Czygan 2002; Yesilada 2002), vendse Insuffizienz, Entziindungen des
Mund- und Rachenraumes sowie Schuppen (Bruneton 1993), Durchfall (Wichtl und Czygan
2002), Hypoglykamie (Subramoniam 2016), Diabetes (Pieroni et al. 2010), Hauttuberkulose
(Eisenman et al. 2013) und Lidrandentziindungen (Gel3ner et al. 1974) behandelt. Weiter sind
antibakterielle (Pereira et al. 2007), antivirale (Mouhajir et al. 2008), adstringierende (Wichtl und
Czygan 2002), antihelmintische (Bruni et al. 1997; Eisenman et al. 2013; Gel3ner et al. 1974),
schweildregulierende (Schilcher et al. 2016), keratolytische (Subramoniam 2016) und sedative
Effekte (Girzu et al. 2008) in der Literatur beschrieben.

1.1.3 Pharmakologische in vitro Untersuchungen

Aufgrund des langen volksmedizinischen Gebrauchs von Walnussblattern haben es sich viele
Studien zum Ziel gemacht, die Wirkungen wissenschaftlich zu belegen. Eine kleine Ubersicht
einiger pharmakologischer in vitro Untersuchungen von Walnussblattextrakten soll im Folgenden

gegeben werden. Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass Walnussblattextrakte vor allem gute
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Radikalfangereigenschaften, zytotoxische Effekte gegen Krebszellen sowie antibakterielle und

antidiabetische Effekte aufwiesen.

1.1.3.1 Radikalfang

Radikale, und vor allem reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die in biologischen Systemen u. a.
durch den Stoffwechsel anfallen, kénnen im UbermaR zu gravierenden Zellschadigungen fiihren.
Dabei spielen Lipidschdden durch eine Oxidation von ungesattigten Fettsduren, die die
Biomembranen aufbauen, sowie Protein- und DNA-Schadigungen eine grof3e Rolle (Hénsel et al.
2010). Da manche sekundare Pflanzenstoffe einen Uberschuss an solchen zellschidigenden
Verbindungen abfangen und somit einen positiven Nutzen fir die Gesundheit haben kdnnen,
wurden verschiedene Assays entwickelt, um potentielle Radikalfangereigenschaften von
pflanzlichen Extrakten bzw. von daraus isolierten Einzelsubstanzen zu untersuchen. Auch fur
Walnussblattextrakte wurden solche Untersuchungen durchgefiihrt. Vor allem im DPPH (2,2-
Diphenyl-1-picrylhydrazyl)-Assay wurde die Eigenschaft Radikale abzufangen wvon, mit
verschiedenen Losungsmitteln hergestellten, Walnussblattextrakten haufig belegt (Zhao et al.
2014). Die Fahigkeit eines ethanolischen Walnussblattextrakts, verschiedene ROS unschadlich zu
machen, wurde von Almeida et al. (2008) nachgewiesen. Auch in einer Studie an
Mé&usemakrophagen (RAW264.7) konnte  das  antioxidative  Potential eines
flavonoidangereicherten Walnussblattextraktes mit dem 2',7'-Dichlorodihydrofluorescein Diacetat
(DCFH-DA)-Assay belegt werden (Zhao et al. 2014). AuBerdem konnte das antioxidative
Potential eines methanolischen Walnussblattextrakts durch eine verminderte, durch 2,2"-Azo-
bis(2-amidinopropan) Dihydrochlorid (AAPH) induzierte, Hdmolyse von humanen Erythrozyten
aufgezeigt werden (Carvalho et al. 2010). Des Weiteren konnte in einem Enzym Assay eine
Katalaseaktivierung durch Zugabe eines Walnussblattextraktes gezeigt werden (Gawlik-Dziki et
al. 2014). Auch ein atherisches Ol aus Walnussblattern wies starke Radikalfangereigenschaften in
einem Hydroxylradikal-Assay auf (Rather et al. 2012).

1.1.3.2 Zytotoxische Effekte

Viele pflanzliche Inhaltsstoffe sind bekannt dafiir zytotoxische Effekte zu besitzen. In der Literatur
konnte auch eine zytotoxische Wirkung von Walnussblattextrakten gegentiber Krebszellen
nachgewiesen werden. So wurden antiproliferative Eigenschaften gegenuber Brust- (MCF-7),
Colon- (HTC-15) und Leberkrebszellen (HepG2) sowie gegen Cervixkarzinomzellen (HelLa)
beobachtet, wobei im gleichen Konzentrationsbereich keine toxischen Effekte bei normalen,
primaren ,,nicht-entarteten Leberzellen (PLP2) nachweisbar waren (Santos et al. 2013). Die

zytotoxischen Effekte auf die MCF7-Brustkrebszellen, aber auch auf Krebszellen der oberen
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Speiserohre (BHY), konnte auch von einer anderen Studie belegt werden, wobei auf die besondere
Wirksamkeit eines lipophilen Chloroformextrakts hingewiesen wurde (Salimi et al. 2012). Eine
andere Studie wies antiproliferative Eigenschaften gegen menschliche Nierenkrebszelllinien (A-
498 und 769-P) sowie gegen Colonkarzinomzellen (Caco-2) nach (Carvalho et al. 2010).

1.1.3.3 Antibakterielle Effekte

Die sekundéren Inhaltsstoffe von Walnussblattextrakten wiesen auch starke antibakterielle Effekte
speziell gegen grampositive Bakterien (Bacillus cereus, B. subtilis, Staphylococcus aureus), nicht
aber gegen gramnegative Bakterien und Pilze auf (Pereira et al. 2007). Die verstarkte Wirksamkeit
gegen grampositive gegeniiber gramnegativen Bakterien konnte auch fiir das &therische Ol aus
einem Hydrodestillat von Walnussblattern nachgewiesen werden (Rather et al. 2012). Eine andere
Studie befasste sich mit akneverursachenden Bakterien (Propionibacterium acnes, Staphylococcus
aureus and S. epidermidis), wobei der untersuchte Walnussblattextrakt eine antibakterielle
Aktivitét zeigte (Qadan et al. 2005).

1.1.3.4 Hypoglykamische Effekte

Diabetes mellitus ist eine Stoffwechselerkrankung, die sich durch zu hohe Blutzuckerwerte,
bedingt durch eine gestorte Insulinsensitivitat und -produktion des Korpers, kennzeichnet.
Dauerhaft erhohte Blutzuckerwerte haben verheerende Auswirkungen auf den Korper, wodurch
eine hypoglykédmische Therapie von essentieller Wichtigkeit ist. Dabei kdnnen verschiedene
Ansatze, beispielsweise eine verlangsamte Starkeverdauung, verminderte Glucoseaufnahme durch
den Darm oder eine gesteigerte Glucoseaufnahme in Muskelzellen, eine Rolle spielen. Auch
konnen eine induzierte Insulinausschittung sowie gesteigerte Insulinsensitivitdt durch
beispielsweise eine Aktivierung des Peroxisom Proliferatoractivated Receptor Gamma (PPAR?)
oder eine Inhibierung der Protein Tyrosin Phosphatase 1B (PTP1B) wichtige Angriffspunkte sein.
Da die Zahl der Diabetiker weltweit zunimmt und die géngigen antidiabetischen Mittel teilweise
starke Nebenwirkungen aufweisen, ist es von wissenschaftlichem Interesse, neue vertrégliche
hypoglykdmische Arzneistoffe zu finden (Subramoniam 2016). Aufgrund ihrer langen
volksmedizinischen Tradition riickt auch die Walnuss als antidiabetisches Mittel in den
wissenschaftlichen Fokus. So konnte in murinen Myozyten (C2C12) eine erhohte
Glucoseaufnahme, eine Inhibierung von PTP1B sowie eine Aktivierung von PPARy gezeigt
werden (Pitschmann et al. 2014). Dagegen konnte in HepG2 und Caco-2 Zelllinien eine reduzierte
Glucoseaufnahme durch Zugabe eines Walnussblattextrakts nachgewiesen werden, wobei eine
bioaktivitatsgeleitete Fraktionierung zur Isolierung moglicher potenter Inhaltsstoffe fuhrte (Forino

et al. 2016). Ein wassriger Extrakt zeigte in einer anderen Veroffentlichung eine kompetitive
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Hemmung einer porcinen, pankreatischen a-Amylase (Rahimzadeh et al. 2014). In einem
Screening koranischer Medizinalpflanzen konnte eine starke o-Glucosidaseinhibierung eines
Walnussextraktes gezeigt werden (Sancheti et al. 2011). Eine andere Studie wies die o-
Glucosidaseinhibierung eines Walnussblattextrakts mit Dinndarmenzymen aus Ratten nach
(Teimori et al. 2010). Dieselbe Studie konnte trotz eines dokumentierten reduzierten
Blutzuckerspiegels in lebenden Raten allerdings keine Veranderung der Insulin- und GLUT-4-
Genexpression finden. Der blutzuckersenkende Effekt mit erhéhtem Insulinspiegel und
vermindertem Glykohdamoglobin (HbAlc) wurde auch in einer Studie von Asgary et al. (2008) an
diabeteskranken Ratten reproduziert. Spater konnten diese Effekte sogar in einer Humanstudie

nachgewiesen werden (Hosseini et al. 2014).
1.2 Zielsetzung

Um das bekannte Inhaltsstoffspektrum von Walnussblattern (Juglandis folium, Juglans regia) zu
erweitern und genauer zu charakterisieren sowie mdgliche chemotaxonomische Marker zu
identifizieren, sollte aus Walnussblattern ein Extrakt hergestellt und dieser mittels verschiedener
chromatographischer Methoden aufgearbeitet werden. Die so isolierten Einzelsubstanzen sollten
mit Hilfe von spektroskopischen und -metrischen Methoden identifiziert und durch
Literaturabgleich in einen chemotaxonomischen Bezug gebracht werden. Des Weiteren sollte das
aktive Prinzip der o-Glucosidaseinhibierung eines Walnussblattextrakts durch einen in vitro

Enzymassay evaluiert werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Phytochemische Methoden

2.1.1 Gerate, Chemikalien und Software

2.1.1.1 Gerate
Die fur diese Arbeit benutzten Geréte und Verbrauchsgegensténde sind in Tabelle 2-1 aufgelistet.

Tabelle 2-1 Liste der verwendeten Geréte und Verbrauchsgegenstande.

# Modell Hersteller

Amberlite IR 120 plus Stark sauer, hydrogen form Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Analysewaage R 160 P Sartorius, Gottingen, Deutschland

CD-Spektropolarimeter J-715 JASCO, GroR-Umstadt, Deutschland

CPC SCPC-250 Armen instrument Sas., Saint-Avé,
Frankreich

510 (Pumpe) Waters GmbH, Eschborn, Deutschland
DC Geréte Linomat 5 (Auftragung) Camag, Muttenz, Schweiz

Reprostar 3 (Dokumentation)
WinCats 1.4.2 (Software)

DC Kammern Doppeltrogkammer 20 x 20 cm  Camag, Muttenz, Schweiz
Doppeltrogkammer 20 x 10 cm
Doppeltrogkammer 10 x 10 cm

DC Platten TLC Silica gel 60 F254 Merck, Darmstadt, Deutschland
aluminium sheets, 20 x 20 cm

Einmalspritzen Norm-Ject, Tuberculin, 1 ml Henke Sass Wolf, Tuttlingen,
Deutschland
Entgaser ERC-3215 alpha Ercatech AG, Bern, Schweiz
Faltenfilter Grade 1289, 84 g/m?, 90 mm Sartorius, Gottingen, Deutschland
Durchmesser
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# Modell

Flash Chromatographie Anlage Spot Flash Liquid
Chromatography, SPOT-
System Ser.-No. 08-01-108,
single-beam spectrophotometer

Hersteller

Armen Instrument, Saint-Avé,
Frankreich

Flash Chromatographie Anlage Armen Glider Flash V2.3

Armen Instrument, Saint-Avé,

(Software) Frankreich
Fraktionskollektor Mutiral 2111 LKB, Bromma, Stockholm, Schweden
Gefriertrocknung P10-85 Dieter Piatkowski-Forschungsgeréte,

Miinchen, Deutschland

llmvac PK 8 D Rotary Vane
Pump

IImvac GmbH, lImenau, Deutschland

Glasgerdate (versch. Volumina)  Mess- und Vollpipetten
Messkolben
Scheidetrichter

Messzylinder

Brand GmbH & Co., KG, Wertheim,
Deutschland

(Autosampler)
LaChrom Elite L-2130 (Pumpe)
LaChrom Elite L-2455 (DAD)

LaChrom Elite L-2350
(Séaulenofen)

Software: EZChrom Elite 3.1.7

Rundkolben
Glassaule zur Lénge 60 cm, @ 2,5cm BESTA-Technik flir Chromatographie
Flussigkeitschromatographie GmbH, Wilhelmsfeld, Deutschland
Heizplatte Thermoplate S Desaga, Numbrecht, Deutschland
HPLC Spritze 2.5 ml VWR Glass Tight VWR International GmbH, Darmstadt,
Syringe 549-0537 Deutschland
HPLC, analytisch LaChrom Elite L-2200 Hitachi, Tokio, Japan; Vertrieb: VWR,

Darmstadt, Deutschland

HPLC, préparativ, 1 Agilent 1260 Infinity (binére
Pumpe)

Agilent 1260 Infinity
(Fraktionssammler)

Agilent 1260 Infinity (DAD)

Agilent 1260 Infinity
(manueller Injektor)

Agilent Technologies GmbH,
Waldbronn, Deutschland

HPLC, préaparativ, 2 Varian ProStar 210 (binare Varian GmbH, Darmstadt, Deutschland
Pumpe)
Varian ProStar 335 (DAD)

HPLC-Spritze Gastight®, Serie 1000,2,5ml  VWR, Darmstadt, Deutschland

HPLC-Vial 11 mm CrimpSnap-Vial, braun, Wicom, Heppenheim, Deutschland
2ml
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# Modell Hersteller
Hydrolysegefal Wheaton-V-Vials, 5 ml, mit Sigma Aldrich, Taufkirchen,
PTFE/Silicon Septum Deutschland
Isopropanolbad Kuhler EK 30 Haake, Karlsruhe, Deutschland
Kompaktschittler KS-10 Edmund Bihler GmbH, Bodelshausen,
Deutschland
Massenspektrometer HRESI-MS: Q-TOF 6540 UHD Agilent Technologies GmbH,
Waldbronn, Deutschland
Messkolben Verschiedene Volumina Brand, Wertheim, Deutschland
Mikropipetten Blaubrand® intraMARK (5, 10, Brand, Wertheim, Deutschland
20 pl)
NMR Avance 300 Bruker Corporation, Gillerica, USA

Avance 111 HD 400
Avance |11 600 kryo
Topspin 3.2 (Software)

NMR Rohrchen Standard Series™ NMR Tubes Norell Corporation, New Jersey, USA
(507-HP-8)

Oberschalenwaage MC 1, Laboratory LC 6200 S Sartorius, Gottingen, Deutschland

Pasteurpipetten 150 mm, 230 mm VWR, Darmstadt, Deutschland

pH-Meter InoLab pH Level 1, Elektrode ~ WTW, Weilheim, Deutschland
SenTix Mic

pH-Papier Universal Indikator, pH 1-10 Merck, Darmstadt, Deutschland

Pipetten 2,5 Research (0,1-2,5 ul) Eppendorf, Hamburg, Deutschland

10 Reference (2,5-10 ul)
100 Reference (10-100 pl)
1000 Reference (100-1000 pl)

Pipettenspitzen Blaubrand® intraMARK (5, 10, Brand, Wertheim, Deutschland

20 ul)

0,5 ul, 10 pl Kinesis, Lengenfeld, Deutschland

100 pl, 1000 pl Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Polarimeter UniPol L1000 Firma Schmidt + Haensch GmbH &

Co., Berlin, Deutschland

Quarzkivetten 100-QSQ, 0,1 cm Hellma GmbH & Co. KG, Millheim,

QS, 1,0 cm Deutschland
Reinstwasseranlage Astacus LS MembraPure, Bodenheim, Deutschland
Rotationsverdampfer Laborota 4003-control Heidolph, Schwabach, Deutschland
Schattler Vortex Genie 2 Bender & Hobein, Zirich, Schweiz
Sterilfilter PERFECT-FLOW® RC 0,2 um Wicom, Heppenheim, Deutschland
Trockenschrank 771.36 Memmert, Schwabach, Deutschland
Ultraschallbad Ultrasonic cleaner US1700TH VWR International GmbH, Darmstadt,

Deutschland
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#
Ultrazentrifugalmiihle

Modell

Ultrazentrifugalmuhle 2011,
Sieb 0,5

Hersteller

Retsch, Haan, Deutschland

UV-Spektrophotometer Cary 50 Scan Varian GmbH, Darmstadt, Deutschland
Cary WinUV 3.00(182)
(Software)

Wasserbad Hbr 24 digital IKA Labortechnik, Staufen,

Deutschland

Strukturen

Zeichensoftware fur chemische ChemDraw Professional 17.1

PerkinElmer Infromatics, Baesweiler,
Deutschland

Zentrifuge

Jouan BR4i multifunction
centrifuge

Thermo Electron Corporation, Waltham,

USA

2.1.1.2 Chemikalien

Die Chemikalien und Losungsmittel, die in dieser Arbeit benutzt wurden sind in Tabelle 2-2

zusammengefasst.

Tabelle 2-2 Liste der Chemikalien und Lésungsmittel.

# Spezifikation Hersteller

(S)-(+)-2- 95 % Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Methylbuttersaureanhydrid

1-Butanol/n-BuOH p.a. Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

2-Propanol/IPA

HPLC for Gradient Analysis

Fisher Scientific International Inc.,
Pittsburgh, USA

Aceton

p.a.

Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Aceton-de

>99.8 %

Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Acetonitril/ACN

p.a. (EMSURE®)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Acetonitril/ACN

LiChrosolv® Reag. Ph. Eur.,
gradient grade for liquid
chromatography

Merck, Darmstadt, Deutschland

Ameisensaure

98-99 %, p.a.

Merck, Darmstadt, Deutschland

Anisaldehyd

p-Methoxybenzaldehyd, zur
Synthese

Merck, Darmstadt, Deutschland

Anisaldehyd p-
Methoxybenzaldehyd

98 %

Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Chloroform, deuteriert

Chloroform-d; 99,8 %

Deutero, Kastellaun, Deutschland

D-(-)-Rhamnose

Carbosynthese, Berkshire, UK

D-(+)-Glucose

Fir biochemische Zwecke

Merck, Darmstadt, Deutschland

Dichlormethan/DCM

p.a.

Fisher Scientific International Inc.,
Pittsburgh, USA
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2.1 Phytochemische Methoden

#

Diphenylboryloxyethylamin

Spezifikation

2-
Aminoethyldiphenylborinat,
97 %

Hersteller
Fluka, Buchs, Schweiz

DMSO-ds >99,8 % Deuterio GmbH, Kastellaun, Deutschland
Essigséure Eisessig 99 % Merck, Darmstadt, Deutschland
Ethylacetat >99,5 %, AnalaR VWR, Darmstadt, Deutschland
NORMAPUR® ACS, Reag.
Ph. Eur.
Ethanol/EtOH Absolute Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
H>0-d 99,9 % Deutero GmbH, Kastellaun, Deutschland
L-(-)-Glucose >99,8 % Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
L-(+)-Rhamnose 99 % Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Macrogol 400

Polyethylenglykol 400, zur
Synthese

Merck, Darmstadt, Deutschland

MeOH-d,4 > 99,8 %, deuteriert Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Methanol/MeOH p.a. (EMSURE®) Merck, Darmstadt, Deutschland
MeOH LiChrosolv® Reag. Ph. Eur,  Merck, Darmstadt, Deutschland

gradient grade for liquid

chromatography
Na,COs Wasserfrei, fir Analyse Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
NaOH 0,1M Merck, Darmstadt, Deutschland
Naturstoffreagenz >97% Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

(Diphenylboryloxyethylamin)

n-Heptan >99 %, HiPerSolv VWR, Darmstadt, Deutschland
CHROMANORM® fiir die
HPLC
n-Hexan p.a. 99 %, AnalaR VWR, Darmstadt, Deutschland
NORMAPUR® ACS, Reag.
Ph. Eur.
Pyridin p.a. Merck, Darmstadt, Deutschland
Schwefelsaure 95-97 %, p.a. Merck, Darmstadt, Deutschland
Toluol p.a. Merck, Darmstadt, Deutschland
Trifluoressigsaure ReagentPlus®, 99 % Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Vanillin 4-Hydroxy-3- Roth, Karlsruhe, Deutschland
methoxybenzaldehyd
Wasser (H20) <0,05 pS mit der Reinstwasseranlage hergestellt
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2 Material und Methoden

2.1.2 Dunnschichtchromatographie

Nach  jedem chromatographischen Schritt  wurde die Trennung mittels
Dunnschichtchromatographie (DC) berpruft. Dazu wurden 5-40 pl — je nach Konzentration der
Losung — eines jeden Reagenzglases mit Mikropipetten auf eine DC-Platte aufgetragen und
entwickelt. Mdglichst einheitliche Fraktionen wurden identifiziert, vereinigt, benannt und als neue
Fraktion behandelt. Die so vereinigten Fraktionen wurden anschlieBend in Form einer Ubersichts-
DC dokumentiert. Um hierbei eine einheitliche Auftragung zu gewahrleisten, wurden die
Fraktionen mit einem Linomat-Auftragegerat (Camag) appliziert. Die mit den Proben beladenen
DC-Platten wurden in mit dem jeweiligen Fliemittelsystem gesattigten Doppeltrogkammern
entwickelt, wobei die Laufstecke ca. 8 cm betrug. Nach dem Entwickeln wurden die DC-Platten
unter einem Fon getrocknet und an der Dokumentierstation (Camag) fotografiert. Anschliel3end
erfolgte die Derivatisierung durch Bespriihen mit dem jeweiligen Derivatisierungsreagenz. Nach
dem Besprihen mit Anisaldehyd/H.SO4 (AS) wurde die DC-Platte solange auf einer Heizplatte
bei 120 °C inkubiert, bis die Farbentwicklung am kréftigsten war. Bei der Derivatisierung mit
Naturstoffreagenz/Macrogol (NRM) wurde die DC Platte zuerst flr 30 s auf die Heizplatte bei
120 °C gelegt, bevor sie mit Naturstoffreagenz bespriht wurde. Danach wurde sie fiir 5 min unter
kaltem N2-Strom getrocknet, mit einer Macrogol-Ldsung bespriiht, erneut fiir 5 min unter N2 und
anschlielend auf der Heizplatte getrocknet. Die Derivatisierung mit Vanillin/HCI (VH) erfolgte
durch sukzessives Besprithen mit Vanillin und konzentrierter HCI. Um die Farbentwicklung zu
beschleunigen, wurde die DC-Platte kurz auf die Heizplatte gelegt. Die verwendeten FlieRBmittel
und Derivatisierungsreagenzien sind in den Tabellen 2-3 und 2-4 zusammengefasst.

Tabelle 2-3 FlieBmittelsysteme fir die DC.

FlieBmittelsystem (FM) Zusammensetzung

1 EtOAC:H,O:FA:AA (100:26:11:11)
2 n-Hexan:EtOAC:FA (65:33:2)
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2.1 Phytochemische Methoden

Tabelle 2-4 Verwendete Derivatisierungsreagenzien und ihre Zusammensetzung.

Derivatisierungsreagenz Bestandteile Menge
Anisaldehyd/H,SO. p-Methoxybenzaldehyd 0,5ml
(AS) AA 10 ml
MeOH 85 ml
H,SO04 5ml
Naturstoffreagenz Diphenylboryloxyethylamin 1 g
(NR) MeOH 100 ml
Macrogol-Losung Macrogol 400 590
(M) MeOH 100 ml
Vanillin/HCI Vanillin 1lg
(VH) MeOH 100 ml
HCI konz.

2.1.3 Pflanzenmaterial

Die fur diese Arbeit verwendete und tber Alfred Galke GmbH (Art.-Nr.: 68802; Ch./Lot. 23690)
bezogene Droge (Juglandis Fol. conc., J. regia L.) stammte laut Lieferant aus Wildsammlungen
um das Morava-Flusstal in Stidserbien (mtndliche Mitteilung). Es handelte sich um geschnittenes
Blattmaterial, welches mit Hilfe einer Ultrazentrifugalmihle und einem 0,5 mm Sieb pulverisiert

wurde.

2.1.4 Extraktion

300 g gemahlenes Blattmaterial wurde in eine leere 2,5 | Glaslésungsmittelflasche gegeben und
mit 251 70 % MeOH (m/m) fir 30 min im Ultraschallbad extrahiert. Danach wurde das
Losungsmittel abdekantiert und durch einen Faltenpapierfilter filtriert. AnschlieRend wurde noch
zweimal mit 1,5 170 % MeOH fur weitere 30 min im Ultraschallbad extrahiert, erneut abdekantiert
und filtriert.

Insgesamt wurden auf diese Weise 3,3 kg des gemahlenen Blattmaterials mit 60,5 | 70 % MeOH
(m/m) extrahiert. Der Extrakt wurde mit einem Rotationsverdampfer zur Trockene eingeengt und

anschlieflend gefriergetrocknet. Die Auswaage des gefriergetrockneten Extraktes ergab 590 g.
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2 Material und Methoden

2.1.5 Regeneration von 70 % MeOH (m/m)

Da fir die Extraktion eine groBe Menge an Losungsmittel notwenig war, sollte das am
Rotationsverdampfer aufgefangene Destillat recycelt und wieder auf 70 % MeOH (m/m)
eingestellt werden. Aufgrund einer nicht-linearen Volumenkontraktion von Methanol-H,O-
Gemischen wurde eine polynomische Regression 2. Grades aus den Dichte- und Massenprozent-
Angaben von (Lide 2005) mit Hilfe von Excel errechnet (Abbildung 6).

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50
40 -
30 -
20 -
10 -

0

y =-1026,9x? + 1354,8x - 329,95
R2=0,9996

Massenprozent Methanol [% (w/w)]

0,79 0,84 0,89 0,94 0,99
Dichte p [g/cm3]

Abbildung 6 Graphischer Zusammenhang zwischen der Dichte und dem massenprozentualen Anteil von MeOH im Gemisch mit
H20. Die Formel wurde mit Hilfe von Excel aus einer polynomischen Regression 2. Grades generiert.

Das BestimmtheitsmaR (R?=0,9996) war akzeptabel und die Formel (1) wurde zur mathematischen
Bestimmung des Anteils von MeOH im Destillat verwendet. Die Dichte des Destillats wurde durch

Auswiegen von 1 | in einem Messzylinder an einer Oberschalenwaage bestimmit.

Massen% MeOH (Destillat) = —1026,9 x p(Destillat)? + 1354,8 X p(Destillat) — 329,95 (1)

Aus dem massenprozentualen Anteil von MeOH des Destillats ergab sich durch (2) die Masse an
MeOH im Destillat.

Massen% MeOH (Destillat)

m(MeOH im Destillat) = 100

X m(Destillat) (2)

Da der massenprozentuale Anteil an MeOH im Destillat entweder hoher oder geringer als die
geforderten 70 % sein konnte, wurde das Gewicht an aufzufillendem H>O oder MeOH nach (3)
bzw. (4) berechnet.
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2.1 Phytochemische Methoden

Wenn Massen% MeOH (Destillat) > 70 %

m (MeOH im Destillat)

m(H,0 fehlt) = 07

— m(Destillat) ©))

Wenn Massen% MeOH (Destillat) < 70 %

m (Destillat) — m (MeOH im Destillat)

m(MeOH fehlt) = 03

— m(Destillat) (4)

2.1.6 Flussig-Flussig Extraktion

Um den Rohextrakt grob vorzufraktionieren, kam eine Flissig-Flissig Extraktion zum Einsatz.
Nach mehreren Vorversuchen mit unterschiedlichen Lésungsmitteln haben sich die FlieBmittel
DCM, EtOAc und n-BuOH als am Besten geeignet in Bezug auf Phasentrennung und Verteilung
der im Rohextrakt enthaltenen Substanzen erwiesen. Letztendlich wurde folgendes Protokoll

abgearbeitet:

1. Suspendieren von 20 — 30 g Rohextrakt in 100 ml HO und 100 ml DCM

2. Uberfilhren der Suspension in einen Scheidetrichter

3. Auffillen auf 500 ml H20 und 500 ml DCM

4. Dreimaliges Ausschitteln der wassrigen Phase mit je 500 ml DCM, dann je 500 ml EtOAc
und je 500 ml n-BuOH

Der unlésliche Extrakt, die wassrige und die organischen Phasen wurden gesammelt, zur Trockene
am Rotationsverdampfer eingeengt und anschlieBend gefriergetrocknet. Insgesamt wurden auf
diese Weise 204,4 g Rohextrakt aufgearbeitet (Tabelle 2-5). Die Auswaagen der einzelnen

Fraktionen sind in Tabelle 2-6 dargestelit.

Tabelle 2-5 Einwaagen der einzelnen Extraktionsvorgénge durch Flissig-Flissig Extraktion.

Versuch 1 2 3 4 5 6 7 8 9
SNEELE ]S 20,8 204 20,1 215 20,7 23,2 206 284 28,8
Summe [g] 204,4

19



2 Material und Methoden

Tabelle 2-6 Auswaagen der Flissig-Flissig Extraktion des Rohextraktes.

# net [g] Ausbeute

DCM 16,7 8,2%
EtOAC 19,2 9,4%
n-BuOH 28,5 140 %
H.0O 1234 60,4%
Unloslicher Rest 6,3 3,1%

2.1.7 Aufarbeitung des DCM-Extrakts

Um Verbindungen aus dem DCM-Extrakt isolieren zu kénnen, wurden zunachst Chlorophylle
sowie Wachse abgetrennt und grob an einer Kieselgelsaule vorfraktioniert. Die Isolierung von
Einzelsubstanzen erfolgte schlielich mittels praparativer RP-18-HPLC. Eine genaue

Beschreibung der einzelnen Schritte ist den folgenden Kapiteln zu entnehmen.

2.1.7.1 Festphasenextraktion an Diaion® HP-20

Zur Abtrennung von Chlorophyllen und Wachsen aus dem DCM-Extrakt wurde eine
Festphasenextraktion an Diaion® HP-20 Material (250-850 um, SUPELCO) durchgefiihrt. 16,7 g
des DCM-Extraktes wurden in DCM geldst, mit 20 g Diaion-Material in einem Rundkolben
vermischt und an einem Rotationsverdampfer zur Trockene eingeengt. Aullerdem wurde eine
Glassaule (Lange: 70 cm, Durchmesser: 6 cm) mit 180 g zuvor in MeOH 90 % (V/V) gequollenem
Diaion-Material beflllt und anschlieend mit dem Extrakt-Diaion-Gemisch beladen. Die Elution
erfolgte zunachst mit MeOH 90 % bis das Eluat nur noch schwach gelblich gefarbt war. Nach
1000 ml wurde eine Farb&nderung des Eluats wahrgenommen, weshalb die MeOH 90 % Fraktion
in zwei Unterfraktionen (D1 und D2) aufgeteilt wurde. Anschlieend erfolgte die Elution mit
MeOH, DCM und n-Hexan ebenfalls ,.erschopfend”. Die Auswaagen und FlieBmittelvolumina
sind in Tabelle 2-7 zusammengefasst. D1 und D2 wurden nach DC-Kontrolle fur weitere
chromatographische Schritte vereinigt und in D1+2 umbenannt.
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Tabelle 2-7 Auswaagen der Festphasenextraktion des DCM-Extraktes.

#  Losungsmittel V [mI] net[g] Ausbeute‘
D1 MeOH90% 1000 84 50 %

D2 MeOH90% 17000 3,3 20 %

D3 MeOH 6000 2,8 17 %
D4 DCM 3000 1,7 10 %
n-Hexan 1000

2.1.7.2 Fraktionierung von D1+2 mittels Kieselgel Sdulenchromatographie

Durch eine Saulenchromatographie an Kieselgel erfolgte eine weitere Auftrennung von D1+2.
Dazu wurde eine Glassaule (Lange: 87 cm, Durchmesser: 4 cm) mit 500 g Kieselgel (Geduran®
60, 63-200 um, Merck) gepackt und mit Hexan aquilibriert. 11,69 g D1+2 wurde in ca. 200 ml n-
Hexan gel6st (unlosliche Bestandteile wurden abzentrifugiert) und auf das Saulenbett aufgetragen.
Danach wurde mit einem Stufengradienten eluiert und die Fraktionsglaser per Hand gewechselt.
Die Auswaage der unldslichen Bestandteile ergab 7,44 g, woraus sich eine Nettobeladung von

4,25 g berechnete.
Probe: D1+2 (4,25 g)
Fluss: ca. 10 ml/min

Sammlung: ca. 20 ml/Vial

Tabelle 2-8 Stufengradient der Kieselgelséule.

V [mI] A[Hexan] B [EtOAc] C[MeOH]

2000 80 % 20 % -

2000 60 % 40 % -

1000 40 % 60 % -

1000 20 % 80 %

1000 0% 100 % -

2000 - - 100 %
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Tabelle 2-9 Auswaagen der Kieselgelséaule .

# V [ml] net [mg] Ausbeute ‘
D1+2K1 0-1100 25,2 0,6 %
D1+2K2  1100-1570 12,3 0,3%
D1+2K3  1570-2710 125,3 2,9%
D1+2K4  2710-2835 6,5 0,2%
D1+2K5 2835-3105 22,8 0,5%
D1+2K6  3105-3455 97,4 2,3%
D1+2K7  3455-4465 316,4 7,4 %
D1+2K8  4465-4805 63,0 1,5%
D1+2K9  4805-5520 195,1 4,6 %
D1+2K10 5520-6555 226,9 53 %
D1+2K11 6555-7770 99,7 2,3%
D1+2K12 7770-8910 1592,9 37,5%
D1+2K13 8910-9000 11,1 0,3%

2.1.7.3 Methodenentwicklung fur die praparative HPLC

Die Methodenentwicklung fur die praparative HPLC erfolgte an der analytischen HPLC (Tabelle
2-1). Dazu wurde die jeweilige Probe in einer Konzentration von ca. 1 mg/ml in MeOH gel6st und
durch einen Spritzenvorsatzfilter in HPLC-Vials filtriert. Die Methodenentwicklung erfolgte an
unterschiedlichen Saulen (Tabelle 2-10) mit unterschiedlichen FlieBmitteln, um eine optimale
Trennung der einzelnen Substanzen zu erhalten. Nach finaler Optimierung des Gradienten wurde
die Methode auf die préparative HPLC (bertragen und der Fluss an den gr6Reren

Saulendurchmesser angepasst.

Tabelle 2-10 Liste der analytischen HPLC S&ulen.

Male

#  Bezeichnung Partikelgrofe [mm x mm] Hersteller

Al Kinete>1<<;OB/i{Jhenyl, 5 um 250 x 4.6 Phent;(n;:eir;g;(nligﬁ:,l;rggance,

A2 iggo(sﬁihtfﬁ?x‘;& Z) 5 um 250 x 4,0 Merck, Darmstadt, Deutschland
A3 Puros&ﬁ%’jg ;’%I?J)?P-Se 5 um 250 x 4,0 Merck, Darmstadt, Deutschland
A4 Uptisphere DIOL 6 um 250 x 4,6 '”temhiml’::\:r?lfrte“ifﬁ” Cedex,
A5 Eurocel 01 5 um 250 x 4,6 KN%%%T‘QS?E?}“S‘S&!EE&? orate
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2.1.7.4 lsolierung von Einzelsubstanzen aus dem DCM-Extrakt mittels praparativer
HPLC

Die Isolierung der Substanzen aus dem DCM-Extrakt wurde mit der préparativen 1260 Infinity
HPLC-DAD von Agilent (Tabelle 2-1) durchgefuhrt. Dazu wurde die zu chromatographierende
Kieselgelfraktion in einem minimalen Volumen - mindestens aber 1 ml — L&sungsmittel
(Startbedingungen) gel6st und durch einen 0,2 um Spritzenvorsatzfilter filtriert. Die flr die
einzelnen HPLC-L4&ufe injizierten Volumina waren je Probe unterschiedlich, da zunéchst ca. 50 pl
injiziert wurden, um zu Uberpriifen, ob die zuvor an der analytischen HPLC optimierten Methoden
auf die praparativen Sdulen Ubertragbar waren. AnschlieBend wurde das injizierte Volumen
kontinuierlich gesteigert, bis das maximale VVolumen erreicht war, bei dem die Trennung der
Substanzen noch bewerkstelligt werden konnte. Die Sammlung der einzelnen Peaks erfolgte

manuell. Die verwendeten Saulen sind in Tabelle 2-11 zusammengefasst.

Tabelle 2-11 Liste der praparativen HPLC S&ulen.

Male

Bezeichnung PartikelgroRe Hersteller
[mm x mm]

Kinetex® Biphenyl, Phenomenex Inc., Torrance,
Pl 100 A > pm 250 % 21,2 Kalifornien, USA
P2 Uptisphere DIOL 6 um 250 x 21.2 Interchim, Montlugon Cedex,
Frankreich
P3  XDB-C18 PrepHT 5 um 250 x 21.2 Agilent TechnoJJ()Sg;:s, Santa Clara,
P4 XDB-C18 PrepHT 5 um 250 x 9.4 Agilent TechnolIJoSg:)s, Santa Clara,

2.1.7.4.1 Fraktionierung von D1+2K2 mittels praparativer RP-18-HPLC

Probe: D1+2K2 (12,0 mg)
Séule: P4 (XDB-C18 PrepHT, 5 um, 250 x 9,4 mm)

Fluss: 4,5 ml/min
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Tabelle 2-12 Gradient zur Trennung der Fraktion D1+2K2.

Zeit [min] H,0 [%] ACN [%]

0 50 50
2 50 50
20 0 100
25 0 100
26 50 50
30 50 50

Tabelle 2-13 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion D1+2K2.

# R:[min] Auswaage [mg] Ausbeute

D1+2K2H1 10,3 0,4 0,6 %
D1+2K2H2 11,0 0.2 0,3 %
D1+2K2H3 11,8 0,1 0,2 %
D1+2K2H4 (23) 12,5 0,6 0,9 %
D1+2K2H5 (24, 25) 14,3 0,4 0,7 %
D1+2K2H6 17,0 03 0,4 %
D1+2K2H7 17,7 0,1 0,1 %
D1+2K2H8 Rest 2,2 3,5 %

2.1.7.4.2 Fraktionierung von D1+2K3 mittels praparativer RP-18-HPLC

Probe: D1+2K3 (118,3 mg)
Sdule: P4 (XDB-C18 PrepHT, 5 um, 250 x 9,4 mm)
Fluss: 4,5 ml/min

Tabelle 2-14 Gradient zur Trennung der Fraktion D1+2K3.

Zeit [min] H,0 [%] ACN [%]

0 45 55
2 45 55
21 0 100
26 0 100
27 45 55
30 45 55
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Tabelle 2-15 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion D1+2K3.

# R: [min] Auswaage [mg] Ausbeute

D1+2K3H1 53 0.8 0,6 %
D1+2K3H2 6,4 05 0,4 %
D1+2K3H3 (26) 10,5 0,9 0,8 %
D1+2K3H4 11,4 08 0,7 %
D1+2K3H5 (84) 11,8 05 0,4 %
D1+2K3H6 (24, 25) 13,3 2,8 2.3%
D1+2K3H7 14,3 07 0,5 %
D1+2K3H8 (83) 14,7 4.6 3,9%
D1+2K3H9 16,2 1,2 1,0 %
D1+2K3H10 (85) 19,9 1,1 1,0 %
D1+2K3H11 22,4 1,5 1,3%
D1+2K3H12 Rest 28,5 24,1 %

2.1.7.4.3 Fraktionierung von D1+2K6 mittels praparativer RP-18-HPLC

Probe: D1+2K6 (48,1 mg)

Sdule: P4 (XDB-C18 PrepHT, 5 um, 250 x 9,4 mm)

Fluss: 4,5 ml/min

Tabelle 2-16 Gradient zur Trennung der Fraktion D1+2K®.

Zeit [min] H:0 [%] ACN [%]

0 60 40
2 60 40
18 29 71
19 0 100
26 0 100
27 60 40
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Tabelle 2-17 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion D1+2K6.

# R: [min] Auswaage [mg] Ausbeute ‘
D1+2K6H1 (1) 8,2 1,6 3,3%
D1+2K6H2 9,5 0,4 0,8 %
D1+2K6H3 10,2 0,1 0,2%
D1+2K6H4 11,3 0,2 0,5%
D1+2K6H5 (27) 13,5 0,4 0,4 %
D1+2K6H6 (28) 14,8 2,0 41%
D1+2K6H7 16,4 45 9,4 %
D1+2K6H8 Rest 41,7 86,5 %

2.1.7.4.4 Fraktionierung von D1+2K7 mittels praparativer RP-18-HPLC
Probe: D1+2K7 (291,0 mg)

Sdule: P3 (XDB-C18 PrepHT, 5 um, 250 x 21,2 mm)

Fluss: 21,0 ml/min

Tabelle 2-18 Gradient zur Trennung der Fraktion D1+2K7.

Zeit [min] H.0[%] ACN [%]

0 70 30
2 70 30
20 20 80
21 0 100
26 0 100
27 70 30
30 70 30
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Tabelle 2-19 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion D1+2K?7.

# R: [min] Auswaage [mg] Ausbeute

D1+2K7H1 (81, 82) 5.2 05 0,2 %
D1+2K7H2 (6a/6b) 6,6 1,2 0,4 %
D1+2K7H3 (7a/7b) 7.9 1,3 0,5 %
D1+2K7H4 (1) 10,8 1,4 0,5 %
D1+2K7HS5 (2) 11,9 2,9 1,0 %
D1+2K7H6 (29) 13,0 1,1 0,4 %
D1+2K7H7 (30) 13,7 08 0,3 %
D1+2K7H8 (35a/35b) 14,3 1,0 0,3 %
D1+2K7H9 15,2 1,9 0,6 %
D1+2K7H10 16,1 16 0,6 %
D1+2K7H11 17,4 13 0,5 %
D1+2K7H12 (86) 20,0 48 1,7 %
D1+2K7H13 (86) 20,5 3,9 1,3 %
D1+2K7H14 24,3 45,6 15,7 %
D1+2K7H15 (110) 26,7 35,0 12,0 %
D1+2K7H16 Rest 100,0 34,4 %

2.1.7.4.5 Fraktionierung von D1+2K8 mittels praparativer RP-18-HPLC

Probe: D1+2K8 (61,3 mg)

Saule: P4 (XDB-C18 PrepHT, 5 um, 250 x 9,4 mm)

Fluss: 4,5 ml/min

Tabelle 2-20 Gradient zur Trennung der Fraktion D1+2K8.

Zeit [min] H:0 [%] ACN [%]

0 30 70
2 30 70
15 0 100
20 0 100
21 30 70
25 30 70
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Tabelle 2-21 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion D1+2K8.

# R: [min] Auswaage [mg] Ausbeute ‘
D1+2K8H1 (86) 7,0 0,4 0,7 %
D1+2K8H2 (111) 13,3 1,3 22%
D1+2K8H3 (110) 15,7 0,2 0,4 %
D1+2K8H4 Rest 24,6 40,1 %

2.1.7.4.6 Fraktionierung von D1+2K9 mittels praparativer RP-18-HPLC

Probe: D1+2K9 (190,5 mg)
Sdule: P3 (XDB-C18 PrepHT, 5 um, 250 x 21,2 mm)

Fluss: 21,0 ml/min

Tabelle 2-22 Gradient zur Trennung der Fraktion D1+2K9.

Zeit [min] H.0[%] ACN [%]

0 90 10
2 90 10
18 54,4 45,6
19 0 100
24 0 100
25 90 10
28 90 10

Tabelle 2-23 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion D1+2K9.

# R: [min] Auswaage [mg] Ausbeute

D1+2K9H1 (8a/8b) 11,3 1,6 0,8 %
D1+2K9H2 (9a/9b) 13,6 16,3 8,6 %
D1+2K9HS3 (86) 22,8 2.4 1,3%
D1+2K9H4 Rest 146,4 76,8 %
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2.1.7.4.7 Fraktionierung von D1+2K10 mittels praparativer RP-18-HPLC

Probe: D1+2K10 (218,3 mg)

Saule: P3 (XDB-C18 PrepHT, 5 um, 250 x 21,2 mm)

Fluss: 21,0 ml/min

Tabelle 2-24 Gradient zur Trennung der Fraktion D1+2K10.

Zeit[min] H.O [%] ACN [%]

0 85 15
2 85 15
20 60 40
21 0 100
26 0 100
27 85 15
30 85 15

Tabelle 2-25 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion D1+2K10.

# R:[min] Auswaage [mg] Ausbeute

D1+2K10H1 (10a/10b) 8,6 5,2 2,4 %
D1+2K10H2 (8a/8b, 11a/11b) 10,2 4,5 2,1%
D1+2K10H3 (9a/9b, 87) 12,8 6,6 3,0 %
D1+2K10H4 17,3 0,8 0,4 %
D1+2K10H5 Rest 164,7 75,5 %

2.1.7.4.8 Fraktionierung von D1+2K11 mittels préparativer RP-18-HPLC

Probe: D1+2K11 (68,2 mg)

Saule: P4 (XDB-C18 PrepHT, 5 um, 250 x 9,4 mm)

Fluss: 4,5 ml/min
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Tabelle 2-26 Gradient zur Trennung der Fraktion D1+2K11.

Zeit [min] H,0[%] ACN [%]

0 85 15
2 85 15
20 75 25
21 0 100
26 85 100
27 85 15
30 15

Tabelle 2-27 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion D1+2K11.

R:[min] Auswaage [mg] Ausbeute

D1+2K11H1 (10a/10b) 8,3 1,2 1,8 %
D1+2K11H2 (89) 9,5 0,6 0,8 %
D1+2K11H3 (11a/11b) 10,2 0,7 1,0%
D1+2K11H4 12,3 0,3 0,4 %
D1+2K11H5 14,9 0,8 12%
D1+2K11H6 16,7 0,7 1,0%
D1+2K11H7 Rest 14,3 21,0%

30



2.1 Phytochemische Methoden

2.1.8 Aufarbeitung des EtOAc-Extraktes

Zur Isolierung von Einzelsubstanzen aus dem EtOAc-Extrakt wurde zunéchst mittels GPC an einer
Sephadex LH-20 Sdule grob vorfraktioniert. Die daraus entstandenen Fraktionen wurden mit Hilfe
von MPLC an verschiedenen stationdren Phasen (RP-18, CHP20P) sowie CPC weiter
aufgearbeitet. Die Isolierung erfolgte schlieRlich an der préparativen HPLC. Eine genaue

Beschreibung der einzelnen Schritte ist den folgenden Kapiteln zu entnehmen.

2.1.8.1 Fraktionierung des EtOAc-Extraktes mittels Sephadex LH-20

Saulenchromatographie

Um den EtOAc-Extrakt grob vorzufraktionieren, wurde eine GPC an Sephadex LH-20
durchgefuhrt. Dazu wurde eine Glassdule (Lange: 95 cm, Durchmesser: 5 cm) mit 255 g Sephadex
LH-20 (18-111 um, Sigma Aldrich) gepackt und mit EtOH 70 % (V/V) aquilibriert. 19,17 g
EtOAc-Extrakt wurde in ca. 100 ml EtOH 70 % gel6st und auf das Sédulenbett aufgetragen.
Anschliefend wurde mit EtOH 70 % isokratisch eluiert. Nachdem das Eluat nur noch eine
schwach gelbliche Farbung aufwies, wurde auf Aceton 70 % (V/V) gewechselt und solange
chromatographiert, bis das Eluat keine Farbung mehr zeigte. Die Fraktionen wurden mit einem

Fraktionssammler aufgefangen.

Probe: EtOAc (19,17 g)

Mobile Phase: 5362 ml EtOH 70 % (V/V), dann 2790 ml Aceton 70 % (V/V)
Fluss: ca. 0,9-4,5 ml/min

Sammlung: 12 mi/Vial
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Tabelle 2-28 Auswaagen und Elutionsvolumina der generierten Fraktionen aus dem EtOAc-Extrakt nach Sdulenchromatographie
an Sephadex LH-20.

# V [ml] net [mg] Ausbeute
S1 0-592 626,6 3,3%
S2 592-674 885,1 4,6 %
S3 674-824  1667,1 8,7 %
S4 824-904 764,9 4,0 %
S5  904-1392 129486 67,5%
S6  1392-1932 11325 5,9 %
S7 1932-2312  336,2 1,8 %
S8  2312-2772  285,2 1,5%
S9  2772-3352  175,4 0,9 %
S10 3352-4662  222,0 1,2 %
S11 4662-5452 524 0,3%
S12 5452-6152  161,9 0,8 %
S13 6152-8152 26,9 0,1%

2.1.8.2 Fraktionierung von S3 mittels RP-18 MPLC

Um die Fraktion S3 weiter aufzuarbeiten, wurde eine RP-18 MPLC an einer Flash
Chromatographie Anlage (Spot Flash Liquid Chromatography, Armen Instrument) durchgefthrt.
Dazu wurden zwei Kartuschen vom Typ SuperVarioFlash® (D26, @ 26 mm, Merck) verwendet
und aufeinander geschraubt. Die untere Sdule wurde mit 40 g, die obere Saule mit 23,5 g RP-18
Material (LiChroprep® RP-18, 25-40 pum, Merck) gefiillt und auf die am Start herrschende
FlieBmittelzusammensetzung &quilibriert. Wéhrenddessen wurde die Probe S3 in MeOH geldst,
davon die Hélfte mit ca. 5 g RP-18 Material in einem Rundkolben vermischt und an einem
Rotationsverdampfer zur Tockene eingeengt. Danach wurde das mit der Probe aufgezogene RP-
18 Material trocken auf die aquilibrierte Séule aufgetragen und chromatographiert. Nach dem
ersten Lauf wurde die andere Hélfte der Probe in gleicher Weise auf die Sdule gegeben und
chromatographiert (Tabelle 2-29). Nach jedem Lauf wurde mit 400 ml MeOH gespiilt.

Probe: S3 (1599,4 mg)
Mobile Phase: A: H,O; B: MeOH
Fluss: 30 ml/min

Sammlung: 10 mi/Vial
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Tabelle 2-29 Einwaagen der einzelnen RP-18 MPLC Laufe der Fraktion S3.

Lauf 1 2
SNWEECER Il 799,7 799,7
Summe [mg] 15994

Tabelle 2-30 Gradient zur Trennung der Fraktion S3.

Zeit[min] A[%] B [%]

0 85 15
7 60 40
24 60 40
29 50 50
34 50 50
37 0 100
52 0 100

Tabelle 2-31 Auswaagen und Elutionsvolumina der generierten Fraktionen aus S3 nach RP-18-MPLC.

V [ml] net [mg] Ausbeute

Lauf 1 Lauf 2
S3F1 0-80 0-110 160,8 10,1 %
S3F2 80-230 110-210 47,2 2,9 %
S3F3  230-330 210-330 299,6 18,7 %
S3F4  330-870 330-760 463,7 29,0 %
S3F5 870-1040  760-960 202,6 12,7 %
S3F6  1040-1120 960-1100 64,0 4,0 %
S3F7 1120-1140 1100-1130 38,3 2,4 %
S3F8 1140-1160 1130-1150 49,9 3,1%
S3F9 1160-1170 1150-1170 18,7 1,2%
S3F10 1170-1190 1170-1190 39,1 2,4 %
S3F11 1190-1200 1190-1200 10,4 0,7%
S3F12 1200-1940 1200-1940 41,8 2,6 %

2.1.8.3 GPC mit MCI-Gel® CHP20P

Zur weiteren Aufarbeitung der neu generierten Fraktionen aus der S&ulenchromatographie mit
Sephadex LH-20 wurde eine Flash Chromatographie Anlage mit einem Entgaser (Spot Flash

Liquid Chromatography, Armen Instrument) verwendet. Eine MPLC Glassdule (L&nge: 60 cm,
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Durchmesser: 2,5 cm, BESTA-Technik fiir Chromatographie GmbH) wurde mit 55 g MCI-Gel®
CHP20P (75-150 pum, Mitsubishi Chemical Europe GmbH) beladen und auf Startbedingungen
aquilibriert. Die Probenauftragung erfolgte fllssig, dabei wurden die Proben in den minimal
notigen Volumina an Losungsmittel (Startbedingungen) geldst und mit einer HPLC Spritze auf die
Saule aufgetragen. Da die Flash Anlage nur mit einem bindren Pumpensystem ausgestattet war,
wurden bei den Methoden mit mehr als zwei mobilen Phasen, die Losungsmittelflaschen zu den
jeweiligen Zeitpunkten getauscht. Da einige Proben noch Chlorophylle enthielten, musste nach

Beendigung der Methode mit IPA gespult werden.

2.1.8.3.1 Fraktionierung von S1 mittels MCI-Gel® CHP20P

Probe: S1 (618,8 mg)
Mobile Phase: A: MeOH 20 % (V/V); B: MeOH 80 % (V/V); C: MeOH; D: IPA
Fluss: 6 ml/min

Sammlung: 17 ml/Vial

Tabelle 2-32 Gradient zur Trennung der Fraktion S1.

Zeit[min] A[%] B[%] C[%] D [%]

0 100 0 0 0

10 100 0 0 0
510 0 100 0 0
520 0 100 0 0
610 0 0 100 0
735 0 0 100 0
735 0 0 0 100
885 0 0 0 100
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Tabelle 2-33 Auswaagen und Elutionsvolumina der generierten Fraktionen aus S1 nach GPC an CHP20P.

# V [ml]  net[mg] Ausbeute
S1iM1 0-108 38,4 6,2 %
S1M2 108-180 52 0,8 %
S1IM3 180-264 16,9 2,7%
SiM4 264-360 23,3 3,8%
S1M5 360-444 17,3 2,8%
S1M6 444-504 16,1 2,6 %
S1M7 504-546 9,9 1,6 %
S1M8 546-648 36,7 59 %
S1M9 648-732 27,3 4,4%
SIM10 732-804 24,3 3,9%
S1IM11  804-870 21,3 34 %
SIM12  870-912 19,8 3.2%
SIM13  912-966 23,5 3,8%
S1IM14 966-1044 53,9 8,7%
SIM15 1044-1092 34,5 5,6 %
S1M16 1092-1188 51,3 8,3%
S1IM17 1188-1266 31,7 51%
S1IM18 1266-1380 82,6 13,4 %
S1IM19 1380-1398 6,2 1,0 %
S1IM20 1398-1476 14,4 2,3%
S1IM21  1476-1542 7,2 12%
S1IM22 1542-2442 30,4 49%

2.1.8.3.2 Fraktionierung von S2 mittels MCI-Gel® CHP20P

Probe: S2 (883,7 mg)

Mobile Phase: A: MeOH 20 % (V/V); B: MeOH 80 % (V/V); C: MeOH

Fluss: 6 ml/min

Sammlung: 17 ml/Vial
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Tabelle 2-34 Gradient zur Trennung der Fraktion S2.

Zeit[min] A[%] B[%] C[%]

0 100 0 0

10 100 0 0
510 0 100 0
520 0 100 0
610 0 0 100
735 0 0 100

Tabelle 2-35 Auswaagen und Elutionsvolumina der generierten Fraktionen aus S2 nach GPC an CHP20P.

# V [ml] net [mg] Ausbeute
S2M1 0-204 69,0 7,8 %
S2M2 204-510 17,3 2,0%
S2M3 510-612 53 0,6 %
S2M4 612-901 17,3 2,0%
S2M5  901-1190 26,6 3,0%
S2M6  1190-1581 27,9 32%
S2M7  1581-1887 69,5 7,9 %
S2M8  1887-2074 76,6 8,7%
S2M9  2074-2227 72,1 8,2 %
S2M10 2227-2397 54,9 6,2 %
S2M11 2397-2601  104,9 11,9 %
S2M12 2601-2975  136,7 15,5 %
S2M13 2975-3060 35,9 4,1%
S2M14 3060-3213 42,8 4,8 %
S2M15 3213-3400 26,4 3,0%
S2M16 3400-3536 18,4 2,1%
S2M17 3536-3859 16,3 1,8 %
S2M18 3859-3944 33 0,4 %
S2M19 3944-4403 55 0,6 %
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2.1.8.3.3 Fraktionierung von S3F3 mittels MCI-Gel® CHP20P

Probe: S3F3 (299,6 mg)
Mobile Phase: A: MeOH 20 % (V/V); B: MeOH 80 % (V/V); C: IPA
Fluss: 10 ml/min

Sammlung: 20 ml/Vial

Tabelle 2-36 Gradient zur Trennung der Fraktion S3F3.

Zeit[min] A[%] BI[%] C[%]

0 100 0 0

10 100 0 0
346 0 100 0
346 0 0 100
390 0 0 100

Tabelle 2-37 Auswaagen und Elutionsvolumina der generierten Fraktionen aus S3F3 nach GPC an CHP20P.

# V [ml] net [mg] Ausbeute ‘
S3F3M1 0-460 4,3 1,4 %
S3F3M2  460-740 4,1 1,4 %

S3F3M3  740-880 5,6 1,9%
S3F3M4  880-1240 105,9 354 %
S3F3M5 1240-1400 58,7 19,6 %
S3F3M6 1400-1680 44,2 14,7 %
S3F3M7 1680-2640 66,9 22,3 %
S3F3M8  2640-3440 55 1,8 %
S3F3M9  3440-3900 1,2 0,4 %

2.1.8.3.4 Fraktionierung von S3F4 mittels MCI-Gel® CHP20P

Probe: S3F4 (463,7 mg)
Mobile Phase: A: MeOH 20 % (V/V); B: MeOH 80 % (V/V); C: MeOH
Fluss: 6 ml/min

Sammlung: 17 ml/Vial
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Tabelle 2-38 Gradient zur Trennung der Fraktion S3F4.

Zeit[min] A[%] B[%] C[%]

0 100 0 0

10 100 0 0
510 0 100 0
510 0 0 100
780 0 0 100

Tabelle 2-39 Auswaagen und Elutionsvolumina der generierten Fraktionen aus S3F4 nach GPC an CHP20P.

# V [ml] net [mg] Ausbeute
S3F4M1 0-17 0,2 0,0%
S3F4M2 17-1309 12,5 2,7 %
S3F4AM3  1309-1632 16,8 3,6 %
S3F4AM4  1632-1802 48,6 10,5 %
S3F4M5  1802-2108  159,3 34,3 %
S3FAM6  2108-2329 78,9 17,0 %
S3FAM7  2329-2618 77,2 16,6 %
S3FAM8  2618-3009 24,6 53 %
S3F4AM9  3009-3264 17,9 3.9%
S3FAM10 3264-4680 15,1 3,3%

2.1.8.3.5 Fraktionierung von S3F5 mittels MCI-Gel® CHP20P

Probe: S3F5 (194,8 mg)
Mobile Phase: A: MeOH 20 % (V/V); B: MeOH 80 % (V/V)
Fluss: ca. 10 ml/min

Sammlung: 20 ml/Vial

Tabelle 2-40 Gradient zur Trennung der Fraktion S3F5.

Zeit[min] A[%] B [%]

0 100 0
10 100 0
346 0 100
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Tabelle 2-41 Auswaagen und Elutionsvolumina der generierten Fraktionen aus S3F5 nach GPC an CHP20P.

# V [ml] net [mg] Ausbeute ‘
S3F5M1 0-380 31 1,6 %
S3F5M2  380-800 2,5 1,3%
S3F5M3  800-1440 35 1,8 %
S3F5M4  1440-2120 51 2,6 %
S3F5M5 2120-2460 10,7 5,5 %
S3F5M6 2460-2920 87,2 44,8 %
S3F5M7  2920-3140 41,4 21,2 %
S3F5M8 3140-3360 15,9 8,2 %
S3F5M9  3360-3460 6,4 33%

2.1.8.3.6 Fraktionierung von S5 mittels MCI-Gel® CHP20P

Probe: S5 (6,94 g)

Mobile Phase: A: MeOH 20 % (V/V); B: MeOH 80 % (V/V); C: IPA; D: DCM
Fluss: 6 ml/min

Sammlung: 17 ml/Vial

Da die optimale Beladungsmenge der Sdule bei ca. 1 g lag, wurden mehrere L&ufe durchgefihrt
(Tabelle 2-42).

Tabelle 2-42 Einwaagen der einzelnen MPLC L&ufe der Fraktion S5.

Lauf 1 2 3 4 5 6
SNWEELER )N 1,00 1,10 1,15 1,18 1,20 1,31
Summe [g] 6,94
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Tabelle 2-43 Gradient zur Trennung der Fraktion S5.

Zeit[min] A[%] B[%] C[%] D [%]

0 100 0 0 0

10 100 0 0 0
510 0 100 0 0
540 0 100 0 0
615 0 0 100 0
615 0 0 0 100
765 0 0 0 100

Tabelle 2-44 Auswaagen und Elutionsvolumina der generierten Fraktionen aus S2 nach GPC an CHP20P.

V [ml] net [mg] Ausbeute
Lauf 1 Lauf 2 Lauf 3 Lauf 4 Lauf 5
S5M1 0-391 0-391 0-442 0-391 0-374 0-425 39,1 0,6 %
S5M2  391-663  391-867  442-867  391-833  374-833  425-765 71,5 1,0 %
S5M3  663-765  867-1003  867-969  833-1105  833-901  765-884 21,2 0,3%
S5M4 765-901  1003-1241 969-1241  1105-1292  901-1173  884-1139 51,5 0,7%

S5M5 901-1190 1241-1496 1241-1496 1292-1547 1173-1377 1139-1377 217,1 3,1%

S5M6  1190-1462 1496-1751 1496-1649 1547-1751 1377-1496 1377-1513  146,7 21%

S5M7 1462-1802 1751-2074 1649-2057 1751-2074 1496-1904 1513-1938 2120,2 30,6 %

S5M8 1802-2210 2074-2414 2057-2363 2074-2346 1904-2210 1938-2227 1875,9 27,0%

S5M9  2210-2431 2414-2516 2363-2482 2346-2499 2210-2363 2227-2397  428,0 6,2 %

SS5M10 2431-2958 2516-3043 2482-3162 2499-3009 2363-2924 2397-2992 10844 15,6 %

SS5M11 2958-3060 3043-3145 3162-3264 3009-3094 2924-3060 2992-3077 71,1 1,0%

SSM12 3060-3264 3145-3264 3264-3264 3094-3264 3060-3247 3077-3264 76,8 1,1%

SSM13  3264-3689 3264-3689 3264-3689 3264-3689 3247-3689 3264-3689 130,4 19%

S5M14  3689-4589 3689-4589 3689-4589 3689-4589 3689-4589 3689-4589 3,3 0,0%

2.1.8.4 Fraktionierung von S4 mittels CPC

Die Fraktion S4 wurde mit Hilfe einer CPC (SCPC-250, Armen Instrument) weiter aufgetrennt.
Um ein geeignetes FlieBmittelsystem zu finden, wurde das HEMWat System verwendet. Dabei
mischt man in kleinem Malstab verschiedene Teile an Hexan, EtOAc, MeOH und H20 mit einem
Aliquot der Fraktion. Die Verteilung der Substanzen in Ober- und Unterphase erfolgt mittels DC
Analyse. Die FlieBmittelzusammensetzung, die eine mdglichst einheitliche Verteilung der
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Substanzen in Ober- und Unterphase sowie eine schnelle Entmischung beider Phasen aufweist,

wird das FlieBmittelsystem der Wahl.

Ober- und Unterphase wurden gegeneinander ausgeschdttelt, um eine gegenseitige Sattigung zu
erzielen. Zunéachst wurde die Unterphase als stationare Phase bei ausgeschalteter Rotation auf die
Sdule aufgezogen, danach der Rotor auf 1400 rpm eingestellt und die mobile Phase aufgezogen.
Ober- und Unterphase waren auf der Sdule &quilibriert, nachdem keine stationdre Phase mehr von
der Séule eluierte. S4 wurde in gleichen Teilen beider Phasen (je ca. 5 ml) gel6st und injiziert. Die
CPC lief zunéchst im Ascending Mode, wobei die Oberphase als mobile Phase agierte. Nachdem
keine Substanzen mehr eluierten, wurde in den Descending Mode geschalten, wodurch die

Unterphase als mobile Phase fungierte.
Probe: S4 (741,0 mg)

Stationdre Phase: MeOH/H20 (3/7)
Mobile Phase: Hexan/EtOAc (3/7)

Modi: Ascending Mode (1270 ml), anschlielend Descending Mode (620 ml);
Spulen mit 1550 ml MeOH

Fluss: 5 ml/min

Sammlung: 10 ml/Vial

Tabelle 2-45 Auswaagen und Elutionsvolumina der generierten Fraktionen aus S4 nach Auftrennung mittels CPC.

# V [mI]  net[mg] Ausbeute
S4C1 0-220 31,4 4,2 %
S4C2 220-430 54,9 74 %
S4C3  430-750 153,6 20,7 %
S4C4 750-1270 87,7 11,8 %
S4C5  1270-1280 10,1 1,4 %
S4C6  1280-1320 1916 259 %
S4C7  1320-1420 132,6 17,9 %
S4C8  1420-1570 71,6 9,7%
S4C9  1570-2430 5,0 0,7%
S4C10 2430-3430 0,6 0,1 %
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2.1.8.5 Isolierung von Einzelsubstanzen aus dem EtOAc-Extrakt mittels

praparativer und analytischer HPLC

Die Isolierung der Substanzen aus dem EtOAc-Extrakt erfolgte mit der praparativen 1260 Infinity
HPLC-DAD von Agilent oder mit der Varian ProStar HPLC-DAD. Dazu wurde die jeweils zu
chromatographierende Fraktion in einem minimalen Volumen - mindestens aber 1 ml —
Losungsmittel (Startbedingungen) geldst und durch einen 0,2 um Spritzenvorsatzfilter filtriert.
Die fur die einzelnen HPLC-L&ufe injizierten Volumina waren je Probe unterschiedlich, da
zunachst ca. 50 pl injiziert wurden um zu Uberprifen, ob die zuvor an der analytischen HPLC
optimierten Methoden auf die praparativen Sdulen Ubertragbar waren (vgl. 2.1.7.3, S.22).
AnschlieRend wurde das injizierte Volumen kontinuierlich gesteigert, bis das maximale Volumen
erreicht war, bei dem die Trennung der Substanzen noch bewerkstelligt werden konnte. Die
verwendeten Séulen sind in Tabelle 2-11 zusammengefasst. In manchen Féllen konnte eine
saubere Isolierung von Einzelsubstanzen nur durch eine weitere HPLC Methode mit Wechsel der
stationdren Phase bewerkstelligt werden. Die Peaks wurden manuell gesammelt. Teilweise war
eine optimale Aufldsung der in den Fraktionen enthaltenen Peaks nur mit der analytischen HPLC
(LaChrom Elite, VWR) zu erreichen, weshalb diese in den Fallen zur Isolierung herangezogen
wurde. Da bei den Fraktionen SSM7 und S5M9 das FlieBmittelsystem mit TFA angeséauert war,
musste vor dem Einrotieren der gesammelten Peaks die Sdure durch Flissig-Flussig Extraktion
aus dem Eluat entfernt werden. Daflr wurde ungeféhr die gleiche Menge n-BuOH zu dem
gesammelten Eluat gegeben und in einem Scheidetrichter ausgeschuttelt. Dabei ging die Saure in
die wéssrige Phase (ACN/H20) und die isolierten Verbindungen in die organische Phase (n-
BuOH/ACN) lber. Eine genauere Beschreibung ist unter 2.1.8.5.28 (S.61) bzw. 2.1.8.5.29 (S.62)
aufgefuhrt.

2.1.8.5.1 Fraktionierung von S1M4 mittels praparativer BP-HPLC

Probe: S1M4 (22,6 mg)
Gerdt: 1260 Infinity HPLC (Agilent)
Sdule: P1 (Kinetex® Biphenyl, 100 A, 5 um, 250 x 21,2 mm)

Fluss: 21 ml/min
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Tabelle 2-46 Gradient zur Trennung der Fraktion SIM4.

Zeit [min] H,0 [%] MeOH [%]

0 70 30
12 70 30
13 0 100
18 0 100
20 70 30
24 70 30

Tabelle 2-47 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion S1M4.

# R:[min] Auswaage [mg] Ausbeute ‘
S1M4H1 8,7 2,2 9,5%
S1M4H2 9,7 1,2 5,4 %
S1IM4H3  Rest 15,0 66,3 %

2.1.8.5.2 Fraktionierung von SIM4H1 mittels praparativer BP-HPLC

Probe: SIM4H1 (2,2 mg)

Gerat: 1260 Infinity HPLC (Agilent)

Saule: P1 (Kinetex® Biphenyl, 100 A, 5 um, 250 x 21,2 mm)
Fluss: 21 ml/min

Tabelle 2-48 Gradient zur Trennung der Fraktion SIM4H1.

Zeit[min] H,O [%] MeOH [%]

0 70 30
15 70 30
17 0 100
23 0 100
24 70 30
26 70 30
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Tabelle 2-49 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion SIM4H1.

# R: [min] Auswaage [mg] Ausbeute

S1IM4H1H1 (96, 97) 8,7 1,4 64,7 %
S1IM4H1H2 Rest 1,0 46,1 %

2.1.8.5.3 Fraktionierung von S1M4H2 mittels praparativer BP-HPLC

Probe: SIM4H2 (1,2 mg)

Gerat: 1260 Infinity HPLC (Agilent)

S4ule: P1 (Kinetex® Biphenyl, 100 A, 5 um, 250 x 21,2 mm)
Fluss: 21 ml/min

Gradient: Tabelle 2-48, S.43

Tabelle 2-50 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion SIM4H1.

# R:[min] Auswaage [mg] Ausbeute

SIM4H2H1 (90) 9,7 06 52,0 %
S1IM4H2H2 Rest 07 60,2 %

2.1.8.5.4 Fraktionierung von S1M8 mittels praparativer BP-HPLC

Probe: SIM8 (36,1 mg)
Gerat: 1260 Infinity HPLC (Agilent)
Sdule: P1 (Kinetex® Biphenyl, 100 A, 5 um, 250 x 21,2 mm)

Fluss: 21 ml/min

Tabelle 2-51 Gradient zur Trennung der Fraktion SIM8.

Zeit[min] H20 [%] MeOH [%)]

0 55 45
16 55 45
18 0 100
23 0 100
24 55 45
26 55 45
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Tabelle 2-52 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion S1IM8.

# R: [min] Auswaage [mg] Ausbeute ‘
S1IM8H1 (91) 10,7 4,6 119%
S1M8H2 13,3 19 52 %
S1M8H3 Rest 25,7 71,1%

2.1.8.5.5 Fraktionierung von S2M7 mittels préaparativer NP-Diol-HPLC

Probe: S2M7 (66,7 mg)

Gerdt: ProStar (Varian)

Séule: P2 (Uptisphere DIOL, 6 um, 250 x 21,2 mm)
Fluss: 20 ml/min

Tabelle 2-53 Gradient zur Trennung der Fraktion S2M7.

Zeit [min] Heptan [%] IPA/MeOH/H,O (50/25/25) [%]

0 90 10
2 90 10
5 72 28
8 60 40
12 60 40
15 40 60
20 15 85
22 90 10

Tabelle 2-54 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion S2M7.

# Ri[min] Auswaage [mg] Ausbeute
S2M7H1 9,0-9,3 0,9 1,4%
S2M7H2 9,3-9,7 0,4 0,6 %
S2M7H3  11,7-12,4 16,2 24,3 %
S2M7H4  12,4-12,8 12,3 18,4 %
S2M7H5  13,9-14,4 2,9 4,3 %
S2M7H6  15,4-15,8 1,6 2,4 %
S2M7H7  17,7-18,1 1,2 1,8 %
S2M7H8  18,1-18,7 6,5 9,7 %
S2M7H9  18,7-19,3 1,7 2,5 %
S2MT7H10 Rest 17,5 26,2 %

45



2 Material und Methoden

2.1.8.5.6 Fraktionierung von S2M7H3 mittels préaparativer RP-18-HPLC

Probe: S2M7H3 (16,2 mg)

Gerét: 1260 Infinity HPLC (Agilent)

Sdule: P4 (XDB-C18 PrepHT, 5 um, 250 x 9,4 mm)
Fluss: 4,5 ml/min

Tabelle 2-55 Gradient zur Trennung der Fraktion S2M7H3.

Zeit [min] H20 [%] MeOH [%]

0 55 45
11 55 45
13 0 100
18 0 100
20 55 45
24 55 45

Tabelle 2-56 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion S2M7H3.

# R:[min] Auswaage [mg] Ausbeute

S2M7H3H1 (91,95) 7.1 3.1 19,2 %
S2M7H3H2 (93) 8,0 1,4 8,8 %
S2M7H3H3 (92,94) 8,8 8,2 50,9 %

2.1.8.5.7 Fraktionierung von S2M7H4 mittels praparativer RP-18-HPLC

Probe: S2M7H4 (12,3 mg)

Gerat: 1260 Infinity HPLC (Agilent)

Saule: P4 (XDB-C18 PrepHT, 5 um, 250 x 9,4 mm)
Fluss: 4,5 ml/min

Gradient: Tabelle 2-55, S.46
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2.1 Phytochemische Methoden

Tabelle 2-57 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion S2M7H3.

# R: [min] Auswaage [mg] Ausbeute ‘
S2MTH4H1 7,0 0,7 5,9 %
S2M7H4H2 (93) 7.8 1,3 10,6 %
S2M7H4H3 (94) 8,4 7,4 60,4 %

2.1.8.5.8 Fraktionierung von S2M8 mittels analytischer RP-8-HPLC

Probe: S2M8 (68,9 mg)
Gerat: LaChrom Elite HPLC (VWR)
Saule: A3 (Purospher® STAR RP-8e, 5 um, 250 x 4,0 mm)

Fluss: 1 ml/min

Tabelle 2-58 Gradient zur Trennung der Fraktion S2M8.

Zeit [min] H,0 [%] MeOH [%]

0,0 60 40
2,0 60 40
16,0 54 46
17,0 40 60
21,0 40 60
21,1 60 40
23,0 60 40

Tabelle 2-59 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion S2M7H3.

# Ri[min] Auswaage [mg] Ausbeute

S2M8H1 7.2 07 1,0 %
S2M8H2 8,2 1,3 1,9 %
S2M8H3 (64) 10,2 7.3 10,6 %
S2M8H4 (65) 10,9 10,8 15,7 %
S2M8H5 (66) 11,9 37 5.3 %
S2M8H6 (100) 13,8 23 3,4 %
S2M8H7 (101) 14,7 2,1 3,0%
S2M8HS8 (102) 18,4 1,6 2.3%
S2M8H9 20,8 4.4 6,4 %
S2M8H10 Rest 32,8 47,6 %
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2.1.8.5.9 Fraktionierung von S2M9 mittels préaparativer NP-Diol-HPLC

Probe: S2M9 (49,6 mg)
Gerét: ProStar (Varian)
Saule: P2 (Uptisphere DIOL, 6 um, 250 x 21,2 mm)

Fluss: 20 ml/min

Tabelle 2-60 Gradient zur Trennung der Fraktion S2M9.

Zeit [min] Heptan [%] IPA/MeOH (50/50) [%]

0 65 35
15 65 35
24 62 38

Tabelle 2-61 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion S2M9.

# R: [min] Auswaage [mg] Ausbeute
S2M9H1  8,0-8,8 11,1 22,5%
S2M9H2 10,6-11,2 2,2 45 %
S2M9H3  13,2-14,3 6,7 13,4 %
S2M9H4  14,3-15,2 3,4 6,8 %
S2M9H5  15,3-16,2 4,7 9,5%
S2M9H6 17,9-19,0 1,7 3,5%
S2M9H7  19,0-20,4 19 3,9%

2.1.8.5.10  Fraktionierung von S2M9H1 mittels préaparativer RP-18-HPLC

Probe: S2M9H1 (11,1 mg)
Gerat: 1260 Infinity HPLC (Agilent)
Sdule: P4 (XDB-C18 PrepHT, 5 um, 250 x 9,4 mm)

Fluss: 4,5 ml/min



2.1 Phytochemische Methoden

Tabelle 2-62 Gradient zur Trennung der Fraktion S2M9H1.

Zeit [min] H,0 [%] MeOH [%]

0 55 45
15 55 45
18 0 100
22 0 100
24 55 45
28 55 45

Tabelle 2-63 Auswaagen des isolierten Peaks aus Fraktion S2M9H1.

Rt [min] Auswaage [mg] Ausbeute
S2M9H1H1 (67) 9,2 4,0 35,8 %

2.1.8.5.11 Fraktionierung von S2M9H2 mittels praparativer RP-18-HPLC

Probe: S2M9H2 (2,2 mg)
Gerat: 1260 Infinity HPLC (Agilent)
Saule: P4 (XDB-C18 PrepHT, 5 um, 250 % 9,4 mm)

Fluss: 4,5 ml/min

Tabelle 2-64 Gradient zur Trennung der Fraktion S2M9H2.

Zeit [min] H.0[%] MeOH [%]

0 55 45
20 55 45
23 0 100
28 0 100
30 55 45
33 55 45

Tabelle 2-65 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion S2M9H2.

# R: [min] Auswaage [mg] Ausbeute

S2M9H2H1 8,4 0.2 10,8 %
S2MOH2H2 (103) 16,2 1,0 45,5 %
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2.1.8.5.12  Fraktionierung von S2M9H4 mittels praparativer RP-18-HPLC

Probe: S2M9H4 (3,4 mg)

Gerét: 1260 Infinity HPLC (Agilent)

Sdule: P4 (XDB-C18 PrepHT, 5 um, 250 x 9,4 mm)
Fluss: 4,5 ml/min

Gradient: Tabelle 2-62, S.49

Tabelle 2-66 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion S2M9H4.

R: [min] Auswaage [mg] Ausbeute
S2M9H4H1 8,9 0,5 15,4 %

S2M9H4H2 (102) 12,1 13 37,1 %
S2MOH4H3 (102, 104) 17,2 05 16,0 %

2.1.8.5.13  Fraktionierung von S2M9H5 mittels praparativer RP-18-HPLC

Probe: S2M9H5 (4,7 mg)

Gerét: 1260 Infinity HPLC (Agilent)

Sdule: P4 (XDB-C18 PrepHT, 5 um, 250 x 9,4 mm)
Fluss: 4,5 ml/min

Gradient: Tabelle 2-62, S.49

Tabelle 2-67 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion S2M9H5.

# R: [min] Auswaage [mg] Ausbeute

S2MYH5H1 (105) 9,2 2,5 53,6 %
S2M9H5H2 (106) 12,3 05 10,6 %
S2MYH5H3 13,6 0,4 9,1 %

2.1.8.5.14  Fraktionierung von S2ZM9H6 mittels praparativer RP-18-HPLC

Probe: S2M9H6 (1,7 mg)

Gerat: 1260 Infinity HPLC (Agilent)
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2.1 Phytochemische Methoden

Séule: P4 (XDB-C18 PrepHT, 5 um, 250 x 9,4 mm)

Fluss: 4,5 ml/min

Tabelle 2-68 Gradient zur Trennung der Fraktion S2M9H6.

Zeit [min] H,0 [%] MeOH [%]

0 55 45
11 55 45
14 0 100
18 0 100
20 55 45
24 55 45

Tabelle 2-69 Auswaagen des isolierten Peaks aus Fraktion S2M9H6.

#

S2M9H6H1 (107) 8,6

Rt [min] Auswaage [mg] Ausbeute
0,8 44,5 %

2.1.8.5.15

Probe: S2M9H7 (1,9 mg)

Gerat: 1260 Infinity HPLC (Agilent)

Saule: P4 (XDB-C18 PrepHT, 5 um, 250 % 9,4 mm)

Fluss: 4,5 ml/min

Tabelle 2-70 Gradient zur Trennung der Fraktion S2M9H?7.

Zeit [min] H,0 [%] MeOH [%]

0 65 35
16 65 35
18 0 100
22 0 100
24 65 35
28 65 35

Fraktionierung von S2M9H7 mittels praparativer RP-18-HPLC
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Tabelle 2-71 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion S2M9H7.

# R: [min] Auswaage [mg] Ausbeute

S2M9H7H1 10,6 11 56,5 %
S2M9H7H2 14,3 1,2 59,6 %

2.1.8.5.16  Fraktionierung von S2M9H7H2 mittels analytischer BP-HPLC

Probe: S2M9H7H2 (1,2 mg)

Gerat: LaChrom Elite HPLC (VWR)

Saule: Al (Kinetex® Biphenyl, 100 A, 5 um, 250 x 4,6)
Fluss: 1 ml/min

Tabelle 2-72 Gradient zur Trennung der Fraktion S2M9H7H2.

Zeit [min] H20 [%] MeOH [%]

0,0 62 38
40 62 38
41 0 100
46 0 100
47 62 38
49 62 38

Tabelle 2-73 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion S2M9H7H2.

# Ri[min] Auswaage [mg] Ausbeute

S2M9H7H2H1 (73) 31,4 0,5 47,0 %
S2M9H7H2H2 (74) 33,0 1,4 119,1 %

2.1.8.5.17  Fraktionierung von S2M10 mittels praparativer RP-18-HPLC

Probe: S2M10 (53,7 mg)
Gerat: ProStar (Varian)
Saule: P3 (XDB-C18 PrepHT, 5 um, 250 x 21,2 mm)

Fluss: 20 ml/min
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Tabelle 2-74 Gradient zur Trennung der Fraktion S2M10.

Zeit [min] MeOH [%] H.O [%]

0 50 50
2 50 50
10 10 90
12 50 50
15 50 50

Tabelle 2-75 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion S2M10.

# R:[min] Auswaage [mg] Ausbeute

S2M10H1 2,538 3,0 5,5 %
S2M10H2 3,8-4,5 2,2 4,1 %
S2M10H3 4,55,0 16 3,0 %
S2M10H4 (72) 5,3 15,4 28,6 %
S2M10H5 5,8-6,9 73 13,7 %
S2M10H6 6,9-7,4 43 8,0 %
S2M10H7 Rest 12,2 22,8 %

2.1.8.5.18  Fraktionierung von S3F3M4 mittels praparativer NP-Diol-HPLC

Probe: S3F3M4 (103,7 mg)

Gerat: 1260 Infinity HPLC (Agilent)

Séule: P2 (Uptisphere DIOL, 6 um, 250 x 21,2 mm)
Fluss: 21 ml/min

Tabelle 2-76 Gradient zur Trennung der Fraktion S3F3M4.

Zeit [min] Heptan [%] IPA/MeOH (50/50) [%]

0 75 25
18 66 34
20 0 100
23 0 100
24 75 25
26 75 25
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Tabelle 2-77 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion S3F3M4.

# R: [min] Auswaage [mg] Ausbeute
S3F3M4H1 10,5 1,7 1,6 %

S3F3M4H2 (12) 12,2 7,9 7,6 %

S3F3M4H3 (13) 13,2 61,8 59,6 %
S3F3M4H4 Unloslicher Rest 1,0 0,9 %
S3F3M4H5 Rest 9,4 9,1%

2.1.8.5.19  Fraktionierung von S3F3M5 mittels praparativer BP-HPLC

Probe: S3F3M5 (56,8 mg)

Gerat: 1260 Infinity HPLC (Agilent)

S4ule: P1 (Kinetex® Biphenyl, 100 A, 5 um, 250 x 21,2 mm)
Fluss: 21 ml/min

Tabelle 2-78 Gradient zur Trennung der Fraktion S3F3M5.

Zeit [min] Hz0 [%] MeOH [%]

0 75 25
20 75 25
22 0 100
27 0 100
29 75 25
31 75 25

Tabelle 2-79 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion S3F3M5.

# R: [min] Auswaage [mg] Ausbeute
S3F3M5H1  9,7-10,7 1,7 3,0%
S3F3M5H2  11,7-12,8 1,6 2,8%
S3F3M5H3  12,9-13,9 1,7 3,0%
S3F3M5H4  18,2-19,9 2,3 4,0%
S3F3M5H5 Rest 44.8 78,9 %
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2.1 Phytochemische Methoden

2.1.8.5.20  Fraktionierung von S3F3M5H5 mittels praparativer BP-HPLC

Probe: S3F3M5HS5 (43,7 mg)
Gerat: 1260 Infinity HPLC (Agilent)
Saule: P1 (Kinetex® Biphenyl, 100 A, 5 um, 250 x 21,2 mm)

Fluss: 21 ml/min

Tabelle 2-80 Gradient zur Trennung der Fraktion S3F3M5HS.

Zeit [min] H.0[%] MeOH [%]

0 75 25
18 75 25
19 0 100
22 0 100
23 75 25
25 75 25

Tabelle 2-81 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion S3F3M5HS.

# Ri:[min] Auswaage [mg] Ausbeute

S3F3M5H5H1 2,5 1,5 35%
S3F3M5H5H2 (88) 2,8 15 3,3%
S3F3M5H5H3 (109) 3,3 0,7 1,6 %
S3F3M5H5H4 (15) 14,9 9,2 21,1 %
S3F3M5H5HS (14) 16,5 18,4 42,0 %
S3F3M5H5H6 Rest 9,8 22,4 %

2.1.8.5.21  Fraktionierung von S3F4M4 mittels praparativer RP-18-HPLC

Probe: S3F4M4 (43,6 mg)
Gerat: 1260 Infinity HPLC (Agilent)
Séule: P3 (XDB-C18 PrepHT, 5 um, 250 x 21,2 mm)

Fluss: 21 ml/min
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Tabelle 2-82 Gradient zur Trennung der Fraktion S3F4M4.

Zeit [min] H20 [%] MeOH [%]

0 60 40
15 60 40
20 0 100
24 0 100
25 60 40
26 60 40

Tabelle 2-83 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion S3F4M4.

# R:[min] Auswaage [mg] Ausbeute

S3FAM4HL (99) 12,1 16,2 37,2 %
S3F4M4H2 Rest 20,8 47,8 %

2.1.8.5.22  Fraktionierung von S3F4M5 mittels praparativer NP-Diol-HPLC

Probe: S3FAMS5 (154,5 mg)
Gerat: 1260 Infinity HPLC (Agilent)
Séaule: P2 (Uptisphere DIOL, 6 um, 250 x 21,2 mm)

Fluss: 21 ml/min

Tabelle 2-84 Gradient zur Trennung der Fraktion S3F4M5.

Zeit [min] Heptan [%] IPA/MeOH (50/50) [%]

0 70 30
23 70 30
24 0 100
30 0 100
31 70 30
35 70 30

56



2.1 Phytochemische Methoden

Tabelle 2-85 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion S3F4MS5.

# R: [min] Auswaage [mg] Ausbeute

S3F4AMSH1 (67) 8,6 9,4 6,1 %
S3F4MS5H2 9,6 1,7 1,1 %
S3F4M5H3 10,2 1,9 1,2 %
S3F4M5H4 12,9 47 3,0%
S3F4MS5H5 16,7 40,9 26,5 %
S3FAM5H6 (108) 18,1 20,8 13,5 %
S3F4AM5H7 21,7 6,3 4,1 %
S3F4M5HS 22,5 2.4 1,5%
S3F4M5H9 24.6 54 3,5%
S3F4MS5H10 Rest 57,1 37,0%

2.1.8.5.23  Fraktionierung von S3F5M6 mittels praparativer NP-Diol-HPLC

Probe: S3F5M6 (81,3 mg)

Gerat: 1260 Infinity HPLC (Agilent)

Séule: P2 (Uptisphere DIOL, 6 um, 250 x 21,2 mm)
Fluss: 21 ml/min

Tabelle 2-86 Gradient zur Trennung der Fraktion S3F5M6.

Zeit [min] Heptan [%] IPA/MeOH (50/50) [%]

0 75 25
18 66 34
20 0 100
23 0 100
24 75 25
26 75 25

57



2 Material und Methoden

Tabelle 2-87 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion S3F5M6.

# R: [min] Auswaage [mg] Ausbeute
S3F5M6H1 (21) 12,4 12,5 154 %
S3F5M6H2 14,6 3,87 4,8 %
S3F5M6H3 15,8 20,5 25,2 %
S3F5M6H4 17,0 3,75 4,6 %
S3F5M6H5 Unloéslicher Rest 2,84 3,5%
S3F5M6H6 Rest 30,2 37,1 %

2.1.8.5.24  Fraktionierung von S4C3 mittels praparativer BP-HPLC

Probe: S4C3 (149,8 mg)

Gerat: 1260 Infinity HPLC (Agilent)

S4ule: P1 (Kinetex® Biphenyl, 100 A, 5 um, 250 x 21,2 mm)
Fluss: 21 ml/min

Tabelle 2-88 Gradient zur Trennung der Fraktion S4C3.

Zeit [min] H20 [%] MeOH [%]

0 50 50
2 50 50
20 42 58
21 0 100
26 0 100
27 50 50
30 50 50

Tabelle 2-89 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion S4C3.

# Ri[min] Auswaage [mg] Ausbeute

S4C3HL (17) 9,5 43 2,9 %
S4C3H2 (18) 12,3 3.2 2,1%
S4C3H3 (16) 14,1 72,7 48,6 %
S4C3H4 (19) 16,9 10,8 7.2 %
S4C3H5 (20) 18,2 5.3 3,6 %
S4C3HRest  Rest 40,9 273 %
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2.1.8.5.25  Fraktionierung von SS5M2 mittels praparativer RP-18-HPLC

Probe: S5M2 (68,2 mg)

Gerat: 1260 Infinity HPLC (Agilent)

Saule: P4 (XDB-C18 PrepHT, 5 um, 250 x 9,4 mm)

Fluss: 3 ml/min

Tabelle 2-90 Gradient zur Trennung der Fraktion SSM2.

Zeit [min] H.0[%] MeOH [%]

0 90 10
5 90 10
25 60 40
26 0 100
31 0 100
32 90 10
34 90 10

Tabelle 2-91 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion SSM2.

# Ri[min] Auswaage [mg] Ausbeute

S5M2H1 45 20,0 29,7 %
S5M2H2 8,2 1,5 2.2 %
S5M2H3 14,0 14,3 21,0 %
S5M2H4 (77) 16,6 6,7 9,9 %
S5M2HS5 (70, 75) 17,2 1,6 2,3%
S5M2H6 18,6 1,1 1,5 %
S5M2H7 (71a/71b) 19,8 3.4 5,0 %
S5M2HS (71a/71b) 20,8 23 3.4 %
S5M2H9 Rest 13,2 19,4 %

2.1.8.5.26  Fraktionierung von S5M4 mittels praparativer RP-18-HPLC

Probe: S5M4 (48,7 mg)

Gerat: 1260 Infinity HPLC (Agilent)

Saule: P4 (XDB-C18 PrepHT, 5 um, 250 x 9,4 mm)
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Fluss: 3 ml/min

Tabelle 2-92 Gradient zur Trennung der Fraktion SSM4.

Zeit [min] H20 [%] MeOH [%]

0 90 10
5 90 10
25 60 40
27 60 40
28 0 100
33 0 100
34 90 10
36 90 10

Tabelle 2-93 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion SSM4.

# R: [min] Auswaage [mg] Ausbeute

S5M4H1 (78) 17,7 53 10,8 %
S5M4H2 18,7 0,9 1,9 %
S5M4H3 19,7 1,8 37%
S5M4H4 20,6 15 3,0 %
S5MA4H5 (76) 21,4 6.3 13,0 %
S5M4H6 22,6 14 2,9 %
S5M4H7 (4) 23,4 2,9 5,9 %
S5M4H8 25,0 0,9 2,0 %
S5M4H9 (5) 25,5 4,2 8,5 %
S5M4H10 26,2 08 1,7 %
S5M4H11 Rest 19,5 40,1 %

2.1.8.5.27  Fraktionierung von S5M5 mittels praparativer BP-HPLC

Probe: S5M5 (213,4 mg)
Gerat: 1260 Infinity HPLC (Agilent)
S4ule: P1 (Kinetex® Biphenyl, 100 A, 5 um, 250 x 21,2 mm)

Fluss: 21 ml/min
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Tabelle 2-94 Gradient zur Trennung der Fraktion S5M5.

Zeit [min] H,0 [%] MeOH [%]

0 70 30
13 70 30
15 0 100
20 0 100
22 70 30
24 70 30

Tabelle 2-95 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion S5M5.

# R¢[min] Auswaage [mg] Ausbeute ‘
S5M5H1 6,3 33 1,5%
S5M5H2 7,3 2,5 12%
S5M5H3 8,0 15 0,7%
S5M5H4 8,2 2,8 1,3%
S5M5HS5 (5) 91 137,8 64,5 %
S5M5H6 Rest 53,6 25,1 %

2.1.8.5.28  Fraktionierung von SSM7 mittels praparativer BP-HPLC

Probe: SS5M7 (281,8 mg)

Gerat: 1260 Infinity HPLC (Agilent)

Saule: P1 (Kinetex® Biphenyl, 100 A, 5 um, 250 x 21,2 mm)
Fluss: 21 ml/min

Aufarbeitung: Nach der Vereinigung der gesammelten Peaks wurde das gleiche VVolumen n-BuOH
hinzugegeben, kurz vorsichtig geschuttelt und tber Nacht bei 4 °C gelagert. Die wéssrige Phase
wurde in einem Scheidetrichter abgelassen und die organische Phase ein zweites Mal mit
demselben Volumen an H»O ausgeschdittelt. Nachdem eine Kontrolle mit pH-Papier eine neutrale

Féarbung aufwies, wurde die organische Phase am Rotationsverdampfer abgezogen.
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Tabelle 2-96 Gradient zur Trennung der Fraktion S5M7.

Zeit [min] 0,1 % TFA[%] ACN 95 % + 0,1 % TFA [%]

2 85 15
25 79,6 20,4
26 0 100
28 0 100
29 85 15
31 85 15

Tabelle 2-97 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion SSM7.

# R:[min] Auswaage [mg] Ausbeute
S5M7H1 (79) 10,6 2,6 0,9 %
S5M7H2 (80) 11,1 1,9 0,7%
S5M7H3 (44) 12,8 1,4 0,5%
S5M7H4 13,2 1,4 0,5%
S5M7HS5 (42) 14,2 15 0,5%
S5M7H6 (39) 14,9 4,6 1,6 %
S5M7H7 (45, 68, 69) 15,7 1,9 0,7 %
S5M7H8 (46) 16.5-17.3 66,7 23,7 %
S5M7H9 (47) 17.3-18.3 25,6 9,1%
S5M7H10 (40) 19,7 7,6 2,7%
S5M7H11 (41) 20,6 21,1 7.5 %
S5M7H12 (22) 21,6 2,2 0,8 %
S5M7H13 (48) 22,2 20,5 7,3%
S5M7H14 (49) 23,7 11,1 3,9%

2.1.8.5.29  Fraktionierung von SSM9 mittels praparativer BP-HPLC

Probe: S5M9 (419,0 mg)
Gerat: 1260 Infinity HPLC (Agilent)
Saule: P1 (Kinetex® Biphenyl, 100 A, 5 pm, 250 x 21,2 mm)

Fluss: 21 ml/min
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Aufarbeitung: Nach der Vereinigung der gesammelten Peaks wurde das gleiche Volumen H20
hinzugegeben und bis zum Ausgangsvolumen am Rotationsverdampfer eingeengt. Die Ldsung
wurde mit demselben Volumen n-BuOH gemischt und vorsichtig in einem Scheidetrichter
ausgeschuttelt. Nach dem Ablassen der wéssrigen Phase wurde die organische Phase mit ca. einem
Drittel ihres Volumens an gesattigter NaCl-Losung gewaschen. Nachdem eine Kontrolle mit pH-
Papier eine neutrale Farbung aufwies, wurde die organische Phase am Rotationsverdampfer

abgezogen.

Tabelle 2-98 Gradient zur Trennung der Fraktion SSM9.

Zeit [min] 0,1 % TFA[%] ACN 95 % + 0,1 % TFA [%]

2 75 25
12 73,5 26,5
13 0 100
18 0 100
19 75 25
22 75 25

Tabelle 2-99 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion SSM9.

Rt [min] Auswaage [mg] Ausbeute

S5M9H1 (50, 54) 6,1 73,0 16,0 %
S5M9H2 (49) 6,5 6,6 1,4 %
S5M9H3 7,0 3,8 0,8 %
S5M9H4 (51) 7,5 27,1 6,0 %
S5M9H5 (52) 8,2 3,3 0,7%
S5M9H6 (36, 53) 8,8 10,8 24%
S5M9H7 (43) 9,0 53,4 11,7 %
S5M9H8 11,6 61,1 13,4 %
S5M9H9 Rest 22,2 49 %
S5MONS (54) Niederschlag 194,8 42,7 %
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2.1.9 Aufarbeitung des n-BuOH-Extraktes

Aus dem n-BuOH-Extrakt sollten vor allem Gerbstoffe isoliert werden. Um eine méglichst grofie
Menge an Gerbstoffen zu erhalten, wurde der n-BuOH-Extrakt an einer Sephadex LH-20 Saule
zunachst grob vorfraktioniert und mit den analogen Gerbstofffraktionen aus dem Sephadex Lauf
des EtOAc-Extraktes vereinigt. Diese vereinigten Fraktionen wurde anschliefend erneut an
Sephadex Material gesault. Nach weiterer Aufarbeitung mit Hilfe von GPC an CHP20P erfolgte
schlie3lich die Isolierung von Einzelsubstanzen mittels praparativer RP-18-HPLC. Eine genaue

Beschreibung der einzelnen Schritte ist den folgenden Kapiteln zu entnehmen.

2.1.9.1 Fraktionierung des n-BuOH-Extraktes mittels Sephadex LH-20

Séaulenchromatographie

Um den n-BuOH-Extrakt grob vorzufraktionieren, wurde eine GPC an Sephadex LH-20
durchgefuhrt. Dazu wurde eine Glassaule (Lange: 95 cm, Durchmesser: 5 cm) mit 255 g Sephadex
LH-20 (18-111 um, Sigma Aldrich) gepackt und mit EtOH 70 % (V/V) dquilibriert. 28,3 g n-
BuOH-Extrakt wurde in ca. 100 ml EtOH 70 % gel6st und auf das S&ulenbett aufgetragen und
anschlieBend mit EtOH 70 % isokratisch eluiert. Nachdem die ersten Gerbstoffe eluierten, wurde
auf Aceton 70 % (V/V) umgespilt und so lange chromatographiert bis das Eluat farblos war. Die

Fraktionen wurden mit einem Fraktionssammler aufgefangen.

Probe: n-BuOH-Extrakt (28,3 g)

Mobile Phase: 4946 ml EtOH 70 % (V/V), dann 5000 ml Aceton 70 % (V/V)
Fluss: ca. 1,8-4,5 ml/min

Sammlung: ca. 12 ml/Vial

Tabelle 2-100 Auswaagen und Elutionsvolumina der generierten Fraktionen aus dem n-BuOH-Extrakt nach
Sdulenchromatographie an Sephadex LH-20.

# V [ml] net [g] Ausbeute
SB1 0-652 2,2 7,8 %
SB2 652-1584 20,5 72,6 %
SB3 1584-1756 0,3 12%
SsSB4 1756-1971 0,3 1.1%
SB5 1971-9946 34 11,9%
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2.1.9.2 Fraktionierung der Gerbstofffraktionen mittels Sephadex LH-20

Saulenchromatographie

Die Fraktionen S6-S13 und Fraktion SB5 aus den Sephadex L&ufen der EtOAc- bzw. n-BuOH-
Extrakten wurden vereint, in G (Gerbstofffraktion) umbenannt und erneut mittels Sephadex

aufgetrennt.

Probe: G (Gerbstofffraktion, 5,7 g)

Mobile Phase: 12,2 | EtOH 70 % (V/V), dann 5,0 | Aceton 70 % (V/V)
Fluss: ca. 1,8-4,5 ml/min

Sammlung: ca. 12 ml/Vial

Tabelle 2-101 Auswaagen und Elutionsvolumina der generierten Fraktionen aus der Gerbstofffraktion nach
Séaulenchromatographie an Sephadex LH-20.

# V [ml] net [mg] Ausbeute
Gl 0-450 6,0 0,1%
G2 450-770 173,2 2,8%
G3 770-1030 37,1 0,6 %
G4 1030-1290 49,5 0,8%
G5 1290-1485 150,4 24%
G6 1485-1765 724,8 11,5%
G7 1765-1975 268,6 4,3%
G8 1975-2635 882,2 14,0 %
G9 2635-3445 630,0 10,0 %
G10  3445-4345 4719 75%
G11  4345-5275 328,0 52 %
Gl12  5275-5980 203,9 3.2%
G13 5980-12219 491,7 7,8%
G14 12219-17219 1024,0 16,3 %

2.1.9.3 GPC der Gerbstofffraktionen mittels MCI-Gel® CHP20P

Um die neu generierten Gerbstofffraktionen aus der Sdulenchromatographie mit Sephadex LH-20
(2.1.9.2, S.65) weiter aufzuarbeiten, wurde eine Flash Chromatographie Anlage mit einem
Entgaser (Spot Flash Liquid Chromatography, Armen Instrument) verwendet. Eine MPLC
Glassaule (Lange: 60 cm, Durchmesser: 2,5 cm, BESTA-Technik fur Chromatographie GmbH)
wurde mit 55 g MCI-Gel® CHP20P (75-150 pm, Mitsubishi Chemical Europe GmbH) beladen

und auf die Startbedingungen &quilibriert. Die Probenauftragung erfolgte fliissig, dabei wurden
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die Proben in den minimal nétigen Volumina an Losungsmittel (Startbedingungen) geldst und

flissig auf die Saule aufgetragen.

2.1.9.3.1 Fraktionierung von G6 mittels MCI-Gel® CHP20P

Probe: G6 (724,5 mg)
Mobile Phase: A: MeOH 20 % (V/V); B: MeOH 80 % (V/V); C: MeOH
Fluss: 10 ml/min

Sammlung: 20 ml/Vial

Tabelle 2-102 Gradient zur Trennung der Fraktion G6.

Zeit[min] A[%] B[%] C[%]

0 100 0 0

10 100 0 0
360 0 100 0
376 0 100 0
376 0 0 100
476 0 0 100

Tabelle 2-103 Auswaagen und Elutionsvolumina der generierten Fraktionen aus G6 nach GPC an CHP20P.

# V [mI]  net[mg] Ausbeute ‘
G6M1 0-60 0,3 0,0 %
G6M?2 60-120 1,8 0,2%
G6M3 120-600 48 0,7%
G6M4 600-1180 21,2 2,9 %
G6M5 (32) 1180-1900 2942 40,6 %
G6M6 1900-2000 3,4 0,5%
G6M7 (33) 2000-2380 20,1 2,8%
G6M8 2380-2520 4,0 0,6 %
G6M9 2520-2700 5,6 0,8%
G6M10 2700-3120 19,9 2,8%
G6M11 3120-3380 13,3 1.8 %
G6M12 3380-3760 36,1 5,0 %
G6M13 3760-4760  249,8 34,5 %
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2.1.9.3.2 Fraktionierung von G8 mittels MCI-Gel® CHP20P

Probe: G8 (878,6 mg)

Mobile Phase: A: MeOH 20 % (V/V); B: MeOH 80 % (V/V); C: MeOH

Fluss: 10 ml/min

Sammlung: 20 ml/Vial

Tabelle 2-104 Gradient zur Trennung der Fraktion G8.

Zeit[min] A[%] BI[%] C[%]

0 100 0 0

10 100 0 0
360 0 100 0
360 0 0 100
460 0 0 100

Tabelle 2-105 Auswaagen und Elutionsvolumina der generierten Fraktionen aus G8 nach GPC an CHP20P.

# V [ml] net [mg] Ausbeute ‘
G8M1 0-440 8,0 0,9%
G8M2 440-620 14,7 1,7%
G8M3 620-820 19,8 2,3%
G8M4 820-980 11,8 1,3%
G8M5 980-1660 2145 24,4 %
G8M6  1660-1780 10,9 12%
G8M7  1780-2280 73,2 8,3%
G8M8  2280-2580 43,1 4,9 %
G8M9  2580-2920 51,7 5,9 %
G8M10 2920-3600 106,3 121 %
G8M11 3600-4600 290,5 33,1 %

2.1.9.3.3 Fraktionierung von G9 mittels MCI-Gel® CHP20P

Probe: G9 (627,5 mg)

Mobile Phase: A: MeOH 20 % (V/V); B: MeOH 80 % (V/V); C: MeOH

Fluss: 10 ml/min
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Sammlung: 20 ml/Vial

Gradient: Tabelle 2-104, S.67

Tabelle 2-106 Auswaagen und Elutionsvolumina der generierten Fraktionen aus G9 nach GPC an CHP20P.

# V [ml] net [mg] Ausbeute ‘
Gom1 0-40 0,1 0,0 %
GImM2 40-680 6,6 1,0 %
GIM3 680-880 6,2 1,0 %
G9M4 (58) 880-1220 11,9 1,9%
GIM5 1220-1420 29,8 47 %
GIM6 1420-1980  116,2 18,5 %
Gom7 1980-2340 43,3 6,9 %
GIms8 2340-2820 78,1 12,4 %
GIM9 2820-3600  108,2 17,2 %
G9M10 3600-4600  240,0 38,2%

2.1.9.3.4 Fraktionierung von G10 mittels MCI-Gel® CHP20P

Probe: G10 (471,0 mg)
Mobile Phase: A: MeOH 20 % (V/V); B: MeOH 80 % (V/V); C: MeOH
Fluss: 10 ml/min

Sammlung: 20 ml/Vial

Tabelle 2-107 Gradient zur Trennung der Fraktion G10.

Zeit[min] A[%] B[%] C[%]

0 100 0 0

10 100 0 0
360 0 100 0
435 0 100 0
435 0 0 100
535 0 0 100
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Tabelle 2-108 Auswaagen und Elutionsvolumina der generierten Fraktionen aus G10 nach GPC an CHP20P.

# V [ml] net [mg] Ausbeute ‘
GioM1 0-40 0,4 0,1%
G10M2 40-160 0,8 0,2%
G10M3 160-320 0,4 0,1%
G10M4 320-660 6,3 1,3%
G10M5  660-1200 12,0 2,6 %
G10M6  1200-1500 16,8 3,6 %
G10M7  1500-2160 83,0 17,6 %
G10M8 2160-2480 40,2 8,5 %
G10M9  2480-2980 64,2 13,6 %
G10M10 2980-3240 33,2 71%
G10M11 3240-3640 44,8 9,5%
G10M12 3640-4360 43,0 9,1%
G10M13 4360-5360 121,2 25,7 %

2.1.9.3.5 Fraktionierung von G11 mittels MCI-Gel® CHP20P

Probe: G11 (327,8 mg)

Mobile Phase: A: MeOH 20 % (V/V); B: MeOH 80 % (V/V); C: MeOH

Fluss: 10 ml/min

Sammlung: 20 ml/Vial

Tabelle 2-109 Gradient zur Trennung der Fraktion G11.

Zeit[min] A[%] B[%] C[%]

0 100 0 0

10 100 0 0
360 0 100 0
380 0 100 0
380 0 0 100
440 0 0 100
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Tabelle 2-110 Auswaagen und Elutionsvolumina der generierten Fraktionen aus G11 nach GPC an CHP20P.

# V [ml] net [mg] Ausbeute
GliM1 0-720 40 12%
Gl1M2 720-1240 13,9 42 %
G11M3  1240-1520 8,7 2,7%
GlimM4  1520-1820 13,3 4,1%
G11M5  1820-2040 14,8 45 %
Gl11M6  2040-2380 29,7 9,1%
G11M7 2380-2840 64,8 19,8 %
G11M8  2840-3160 27,0 8,2 %
G11M9  3160-3500 28,1 8,6 %
G11M10 3500-4400 122,7 374%

2.1.9.4 lIsolierung von Einzelsubstanzen aus der Gerbstofffraktion mittels

praparativer HPLC

Die Isolierung der Substanzen aus der Gerbstofffraktion wurde mit der préparativen 1260 Infinity
HPLC-DAD durchgefiihrt. Dazu wurde die jeweils zu chromatographierende Fraktion in einem
minimalen Volumen - mindestens aber 1 ml — Lésungsmittel (Startbedingungen) geldst und durch
einen 0,2 um Spritzenvorsatzfilter filtriert. Die fir die einzelnen HPLC-L&ufe injizierten
Volumina waren je Probe unterschiedlich, da zunédchst ca. 50 pl injiziert wurden um zu Gberprifen,
ob die zuvor an der analytischen HPLC optimierten Methoden auf die préparativen Saulen
ubertragbar waren (vgl. 2.1.7.3, S.22). Anschliel3end erfolgte eine kontinuierliche Steigerung des
injizierten Volumens bis das maximale Volumen erreicht war, bei dem die Trennung der
Substanzen noch bewerkstelligt werden konnte. Die Peaks wurden manuell gesammelt. Die

verwendeten Sdulen sind in Tabelle 2-11 zusammengefasst.

2.1.9.4.1 Fraktionierung von G7 mittels praparativer RP-18-HPLC

Probe: G7 (267,3 mg)
Gerat: 1260 Infinity HPLC (Agilent)
Sdule: P3 (XDB-C18 PrepHT, 5 um, 250 x 21,2 mm)

Fluss: 21 ml/min
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Tabelle 2-111 Gradient zur Trennung der Fraktion G7.

Zeit [min] H,0 [%] ACN [%]

0 90 10
18 70 30
20 0 100
23 0 100
24 90 10
28 90 10

Tabelle 2-112 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion G7.

# R:[min] Auswaage [mg] Ausbeute
G7H1 (31) 4,8 13,4 5,0%
G7H2 10,5-11,7 12,1 4,5 %
G7H3 12,5-13,7 14,0 52 %
G7H4 15,0-17,9 69,2 25,9 %
G7H5 18,6 12,2 4,6 %
G7H6 20,2 8,0 3,0%
G7H7 Rest 132,6 49,6 %

2.1.9.4.2 Fraktionierung von G7H4 mittels praparativer NP-Diol-HPLC

Probe: G7H4 (66,3 mg)
Gerat: 1260 Infinity HPLC (Agilent)

Séule: P2 (Uptisphere DIOL, 6 um, 250 x 21,2 mm)

Fluss: 15 ml/min

Tabelle 2-113 Gradient zur Trennung der Fraktion G7H4.

Zeit [min] ACN [%] MeOH 95 % [%]

0 95 5
5 95 5
9 88 12
10 0 100
15 0 100
16 95 5
20 95 5
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Tabelle 2-114 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion G7H4.

# R: [min] Auswaage [mg] Ausbeute ‘
G7H4H1 (37, 38) 49 4.4 6,7 %
G7H4H2 5,2 8,4 12,6 %
G7H4H3 55 7,1 10,7 %
G7H4H4 (3) 6,3 8,5 12,9 %
G7H4H5 13,9 9,6 14,5 %
G7H4H6 Rest 25,4 38,3%

2.1.9.4.3 Fraktionierung von G8M5 mittels praparativer RP-18-HPLC

Probe: GBM5 (101,8 mg)
Gerat: 1260 Infinity HPLC (Agilent)
Sdule: P3 (XDB-C18 PrepHT, 5 um, 250 x 21,2 mm)

Fluss: 21 ml/min

Tabelle 2-115 Gradient zur Trennung der Fraktion GBM5.

Zeit [min] H,0 [%] ACN [%]

0 90 10
13 87,2 12,8
14 0 100
19 0 100
20 90 10
23 90 10

Tabelle 2-116 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion G8M5.

R: [min] Auswaage [mg] Ausbeute

G8M5HL1 (55) 6,9 39,3 38,6 %
G8M5H2 (56) 8,6 96,6 94,9 %
G8MSHR Rest 68,3 67,0 %
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2.1.9.4.4 Fraktionierung von G8M7 mittels praparativer RP-18-HPLC

Probe: G8BM7 (72,0 mg)
Gerat: 1260 Infinity HPLC (Agilent)

Saule: P3 (XDB-C18 PrepHT, 5 um, 250 x 21,2 mm)

Fluss: 21 ml/min

Tabelle 2-117 Gradient zur Trennung der Fraktion GBM?7.

Zeit[min] H.O [%] ACN [%]

0 85 15
10 77,3 22,7
11 0 100
16 0 100
17 85 15
20 85 15

Tabelle 2-118 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion G8M7.

# Ri:[min] Auswaage [mg] Ausbeute ‘
G8M7H1 0-3,5 10,0 13,9 %
G8M7H2 5,0 7,3 10,2 %
G8MT7H3 (57) 57 21,4 29,7 %
G8M7H4 7,7 10,3 14,2 %
G8M7H5 Rest 22,1 30,7 %

2.1.9.4.5 Fraktionierung von G9M6 mittels praparativer RP-18- HPLC

Probe: GOM6 (115,3 mg)
Gerat: 1260 Infinity HPLC (Agilent)

Séule: P3 (XDB-C18 PrepHT, 5 um, 250 x 21,2 mm)

Fluss: 21 ml/min
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Tabelle 2-119 Gradient zur Trennung der Fraktion GOM6.

Zeit [min] H,0[%] ACN [%]

0 95 5
13 85 15
19 85 15
20 0 100
25 0 100
27 95 5
30 95 5

Tabelle 2-120 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion GOM®6.

R:[min] Auswaage [mg] Ausbeute
GI9M6H1 12,5 54 4,6 %

GIM6H2 (59) 13,6 25,2 219%
GIMGEH3 15,6 5,6 4,9 %
GI9MEH4 Rest 31,0 26,9 %

2.1.9.4.6 Fraktionierung von G9M8 mittels praparativer RP-18-HPLC

Probe: GOMS8 (37,5 mg)
Gerét: 1260 Infinity HPLC (Agilent)
Sdule: P3 (XDB-C18 PrepHT, 5 um, 250 x 21,2 mm)

Fluss: 21 ml/min

Tabelle 2-121 Gradient zur Trennung der Fraktion GOMS8.

Zeit [min] HO [%] ACN [%]

0 85 15
11,5 78,6 21,4
12,5 0 100

17 0 100
18 85 15
22 85 15
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Tabelle 2-122 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion GOM8.

# R: [min] Auswaage [mg] Ausbeute ‘
GIMBHL1 (62) 8,3 19,6 52,3 %
G9M8H2 10,0 11,2 29,9 %

2.1.9.4.7 Fraktionierung von G9M9 mittels praparativer RP-18-HPLC

Probe: G9M9 (106,8 mg)

Gerat: 1260 Infinity HPLC (Agilent)

Séaule: P3 (XDB-C18 PrepHT, 5 um, 250 x 21,2 mm)
Fluss: 21 ml/min

Tabelle 2-123 Gradient zur Trennung der Fraktion GOM9.

Zeit[min] H.O [%] ACN [%]

0 90 10
13 70 30
19 70 30
20 0 100
25 0 100
27 90 10
30 90 10

Tabelle 2-124 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion GOM9.

# Ri:[min] Auswaage [mg] Ausbeute ‘
GO9M9H1 11,0 11,3 10,6 %
GIM9H2 (34) 11,6 16,4 15,4 %
GIM9H3 12,8 15,1 14,1 %
G9M9H4 Rest 61,2 57,3 %

2.1.9.4.8 Fraktionierung von G10M7 mittels préaparativer RP-18-HPLC

Probe: G10M7 (81,9 mg)
Gerat: 1260 Infinity HPLC (Agilent)

Séaule: P3 (XDB-C18 PrepHT, 5 um, 250 x 21,2 mm)
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Fluss: 21 ml/min

Tabelle 2-125 Gradient zur Trennung der Fraktion GIOM7.

Zeit [min] H,0 [%] ACN [%]

0 90 10
13 87 13
18 87 13
20 0 100
25 0 100
27 90 10
30 90 10

Tabelle 2-126 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion GIOM7.

R: [min] Auswaage [mg] Ausbeute

G10M7H1 (60) 10,1 21,6 26,4 %
G10M7H2 (63) 11,7 20,6 25,1 %
G10M7H3 Rest 39,7 48,4 %

2.1.9.4.9 Fraktionierung von G11M7 mittels praparativer RP-18- HPLC

Probe: G11M7 (26,9 mg)
Gerét: 1260 Infinity HPLC (Agilent)
Sdule: P3 (XDB-C18 PrepHT, 5 um, 250 x 21,2 mm)

Fluss: 21 ml/min

Tabelle 2-127 Gradient zur Trennung der Fraktion G11M?7.

Zeit [min] H.0[%] ACN [%]

0 90 10
16 81,1 18,9
17 0 100
22 0 100
23 90 10
27 90 10
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Tabelle 2-128 Auswaagen der isolierten Peaks aus Fraktion G11M7.

# R: [min] Auswaage [mg] Ausbeute
G11M7H1(61) 11,9 26,4 98,3 %

2.1.10 Enantiomerentrennung

Die Enantiomerentrennung erfolgte an der analytischen HPLC Anlage. Dazu wurde eine chirale
Saule A5 (Eurocel 01, 5 um, 250 x 4,6 mm) verwendet. Die stationdre Phase der Sdule besteht aus
einer mit 3,5-Dimethylphenylcarbamat modifizierten Cellulose, wodurch eine Trennung chiraler
Substanzen mdglich ist. Die isolierten, vermutlich razemischen Substanzen wurden zu einer
Konzentration von ca. 1 mg/ml in MeOH gel6st und mittels analytischer HPLC analysiert. Die

einzelnen Gradienten sind im Folgenden zusammengefasst.

Gerat: LaChrom Elite HPLC (VWR)
Saule: A5 (Eurocel 01, 5 um 250x4,6 mm)

Séulenofentemperatur: 40 °C

Tabelle 2-129 Gradient zur analytischen Enantiomerentrennung von D1+2K7H2 (6a/6b), D1+2K7H3 (7a/7b), D1+2K9H1
(8a/8b), D1+2K9H2 (9a/9b).

Zeit [min] Heptan [%] [IPA[%] Flow [ml/min]

0 99,5 0,5 1,4 ml/min
50 98 2,0
51 0 100
56 0 100
57 99,5 0,5
63 99,5 0,5

Tabelle 2-130 Gradient zur analytischen Enantiomerentrennung von D1+2K10H2 (11a/11b), D1+2K10H3 (9a/9b).

Zeit [min] Heptan [%] [PA [%] FIow[mI/min]‘

0 96 4 1,4 ml/min
50 96 4

51 0 100

56 0 100

57 96 4

63 96 4
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Tabelle 2-131 Gradient zur analytischen Enantiomerentrennung von D1+2K10H1 (10a/10b), D1+2K11H1 (10a/10b).

Zeit [min] Heptan [%] IPA [%] Flow [ml/min]

0 95 5 1,4 ml/min
30 90 10
31 0 100
36 0 100
37 95 5
43 95 5

Tabelle 2-132 Gradient zur analytischen Enantiomerentrennung von D1+2K7H8 (35a/35b).

Zeit [min] Heptan [%] IPA[%] Flow [ml/min]

0 80 20 3,5 ml/min
190 77 23
191 0 100
196 0 100
197 80 20
200 80 20

2.1.11Bestimmung der absoluten Konfiguration der Zucker

Da Zucker entweder in der D- oder L-Konfiguration vorkommen kdénnen, sollte die absolute
Konfiguration mittels NMR nach Derivatisierung untersucht werden. Die Derivatisierung zu
Diastereomeren mit einem chiralen Molekdil - in diesem Fall (S)-(+)-2-Methylbuttersaureanhydrid
- ist notwendig, da sich die beiden Enantiomere des Zuckers nicht im NMR unterscheiden lassen.
Die Aufarbeitung erfolgte analog zu York et al. (1997) und ist im Folgenden ausfuhrlich

beschrieben.

Fur die Hydrolyse der Zucker wurden jeweils 1-2 mg der zu untersuchenden Substanz (Tabelle
2-133) in ein Wheaton Vial eingewogen, mit 200 pl 2 N TFA geldst und fir 90 min bei 121 °C im
Trockenschrank inkubiert bzw. hydrolysiert. Anschlielend erfolgte die Abdampfung der Lésung
unter N2. Die hydrolysierten Proben sowie die Referenzzucker (D-(+)- und L-(-)-Glucose bzw. D-
(-)-und L-(+)-Rhamnose) wurden jeweils mit 100 pl (S)-(+)-2-Methylbuttersdureanhydrid und
100 pl Pyridin versetzt, fir 4 h bei 121 °C im Trockenschrank inkubiert und tGber Nacht unter N2
abgedampft. Am néchsten Tag wurde der Rickstand zunédchst mit 300 pl Toluol gel6st,

abgedampft und anschliefend in 1 ml DCM gel6st. Nicht-derivatisierte Zucker sollten nun durch
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dreimaliges Ausschutteln mit 2 ml 2 M Na.COs Lésung und einmaliges Ausschitteln mit 2 ml
H20 von der organischen Unterphase abgetrennt werden. Die untere DCM Phase wurde unter N
abgedampft, in 300 ul IPA geldst und erneut unter N2 zur Trockene gebracht. Der Ruckstand
wurde final in 600 pl Aceton-ds aufgenommen und in ein NMR Roéhrchen Gberfiihrt. Die Analyse
erfolgte mittels *H-NMR Spektrometrie am Bruker Avance 300 NMR. Dabei wurde die
Verschiebung der anomeren Protonen der derivatisierten, abgespaltenen Zuckereinheiten

betrachtet und mit denen der jeweiligen Zuckerderivate verglichen.

Tabelle 2-133 Einwaagen fiir die Derivatisierung mit (S)-(+)-2-Methylbuttersdureanhydrid.

S2M10H4 S3FAM4H1  S4C3H3  D-(+)- L-(-)- D-(-)- L-(+)-
(72) (99) (16) Glucose  Glucose Rhamnose  Rhamnose
Einwaage 1,0 1,3 1,5 1,1 1,1 1,1 1,3

[mg]

2.1.12Esterspaltung von Phenylpropanoid-Derivaten durch milde alkalische

Hydrolyse

Da es sich bei einigen isolierten, chiralen Substanzen um Phenylpropanoid-Derivate bereits
bekannter glucosidierter Verbindungen handelte, mussten die Phenylpropanreste abgespalten
werden, um auf die absolute Stereochemie der Aglyka schliefen zu kénnen. Dazu wurden die
Substanzen mit 0,1 M NaOH behandelt, die entstandenen Glucoside mittels praparativer HPLC
aufgereinigt und ihnen mit Hilfe von Polarimetrie, NMR- und CD-Spektroskopie sowie durch

Literaturvergleich, die absolute Stereochemie zugewiesen.

Fur die milde alkalische Hydrolyse wurden ca. 5 mg der zu untersuchenden Substanz mit 1 ml
0,1 M NaOH auf einem Kompaktschittler (KS-10, Edmund Buhler GmbH) fiir 6 h im Dunklen
bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend wurde die alkalische Losung mittels eines
Kationentauschers (Amberlite IR 120 plus) neutralisiert. Dazu wurde eine 150 mm
Glaspasteurpipette (VWR) mit Amberlite IR 120 plus (Sigma Aldrich) auf eine H6he von ca. 6 cm
aufgefillt und die alkalische Losung eluiert. Anschlieend wurde mit ca. 10 ml H.O gewaschen
und das gesammelte Eluat unter N2 Gber Nacht getrocknet. In einem weiteren Schritt wurde das

entstandene Glucosid mittels praparativer RP-18-HPLC isoliert.
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2.1.12.1 Aufreinigung nach milder alkalischer Hydrolyse von S3F4M4H1 (99) mittels
praparativer RP-18-HPLC

Probe: Hydrolyseansatz von S3F4M4H1 (99, 4,9 mg)
Gerat: 1260 Infinity HPLC (Agilent)

Saule: P4 (XDB-C18 PrepHT, 5 um, 250 x 9,4 mm)
Fluss: 4,5 ml/min

Tabelle 2-134 Gradient zur Aufreinigung des Hydrolyseansatzes von S3F4M4H1 (99).

Zeit [min] HO [%] ACN [%]

0 90 10
2 90 10
10 84,8 15,2
11 0 100
16 0 100
17 90 10
22 90 10

Tabelle 2-135 Auswaage nach Aufreinigung des Hydrolyseansatzes von S3F4AM4H1 (99).

R: [min] Auswaage [mg] Ausbeute

S3F4M4H1a (98) 8,4 2,3 47,7 %

2.1.12.2 Aufreinigung nach milder alkalischer Hydrolyse von S3F4M5H6 (108)
mittels praparativer RP-18-HPLC

Probe: Hydrolyseansatz von S3F4M5H6 (108, 4,2 mg)
Gerat: 1260 Infinity HPLC (Agilent)
Sdule: P4 (XDB-C18 PrepHT, 5 um, 250 x 9,4 mm)

Fluss: 4,5 ml/min

80



Tabelle 2-136 Gradient zur Aufreinigung des Hydrolyseansatzes von S3F4M5H6 (108).

Zeit [min] H,0 [%] ACN [%]

0 75 25
2 75 25
25 65 35
28 0 100
33 0 100
34 75 25
36 75 25

Tabelle 2-137 Auswaagen der isolierten Peaks aus dem Hydrolyseansatz von S3F4M5H6 (108).

# Rt [min] Auswaage [mg] Ausbeute

S3FAM5H6al 16,5 0,2 4,1%
S3FAM5H6a2 17,9 0,1 2,9%
S3F4AM5H6a3 20,3 0,2 3,9%

2.1 Phytochemische Methoden

2.1.12.3Aufreinigung nach milder alkalischer Hydrolyse von S4C3H3 (16) mittels
praparativer RP-18-HPLC

Probe: Hydrolyseansatz von S4C3H3 (16, 5,0 mg)
Gerat: 1260 Infinity HPLC (Agilent)

Séule: P4 (XDB-C18 PrepHT, 5 um, 250 x 9,4 mm)
Fluss: 4,5 ml/min

Tabelle 2-138 Gradient zur Aufreinigung des Hydrolyseansatzes von S4C3H3 (16).

Zeit [min] H:0 [%] ACN [%]

0 85 15
2 85 15
8 78 22
9 0 100
12 0 100
13 85 15
15 85 15
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Tabelle 2-139 Auswaagen der isolierten Peaks aus dem Hydrolyseansatz von S4C3H3 (16).

# Ri[min] Auswaage [mg] Ausbeute

S4C3H3a (13) 55 2,8 56,4 %
p-Cumarséure 9,9 15 30,1 %

2.1.13Strukturaufklarung und Charakterisierung

Alle isolierten Verbindungen wurden mit Hilfe der in diesem Kapitel aufgelisteten
spektrometrischen und -skopischen Verfahren aufgeklart. Dabei wurde zunéchst die NMR-
Spektroskopie fir die Strukturaufklarung - ohne Berlcksichtigung der Stereochemie -
herangezogen. Die postulierten Strukturen wurde mittels Massenspektrometrie verifiziert und
physiko-chemische Eigenschaften anhand von Polarimetrie sowie CD-Spektroskopie und
Literaturvergleiche abgeklart. Fir den Nachweis der relativen Stereochemie kamen, wenn nétig,
[*H-tH]-NOESY und [*H-'H]-ROESY Experimente zum Einsatz.

2.1.13.1NMR-Spektroskopie

Die Strukturaufklarung der isolierten Substanzen erfolgte zunachst ausschlieRlich mittels 1D- (*H,
13C) und 2D- ([*H-BC]-HSQC, ['H-¥C]-HMBC, [*H-!H]-COSY, ['H-H]-NOESY, [H-H]-
ROESY) NMR Experimenten. Dazu wurden die Verbindungen in ca. 0,6 ml deuteriertem
Losungsmittel gelost und in NMR-Rohrchen (570-HP-8, Norell Corporation) tberfuhrt. Je nach
Menge der Verbindungen wurden unterschiedliche NMR-Spektrometer benutzt (Tabelle 2-140).
Die Messungen am Avance Il 600 und die Tieftemperaturmessungen wurden von den
Mitarbeitern der Zentralen Analytik (Fakultit Chemie und Pharmazie) durchgefihrt.
Tieftemperaturmessungen waren bei manchen Verbindungen nétig, um Signalverbesserungen
durch Einschrankung der Rotationsisomerie zu erzielen. Alle NMR-Spektren wurden auf die
jeweiligen nicht-deuterierten Losungsmittelanteile kalibriert, die chemischen Verschiebungen (o,

oc) in ppm und die Betrége der Kopplungskonstanten (J) in Hz angegeben.
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Tabelle 2-140 NMR Anlagen mit Resonanzfrequenzen, Betriebstemperaturen und Probenmengenbereich; RT: Raumtemperatur,
TT: Tieftemperatur.

NMR Anlage H 13C Temperatur ~ Probenmenge
Resonanzfrequenz Resonanzfrequenz [mg]
[MHZz] [MHZz]

Avance 300 300,13 75,48 RT Derivatisierung
Avance Il HD 400 400,13 100,63 RT/TT >7mg
Avance |11 600 mit
5 mm TCI Kryo- 600,13 150,95 RT 0,5-20 mg
Probenkopf

2.1.13.2Massenspektrometrie

Die isolierten Verbindungen wurden in der Zentralen Analytik der Fakultat Chemie und Pharmazie
(Universitat Regensburg) mittels HRESI-MS am Q-TOF 6540 UHD im positiven sowie im
negativen Modus vermessen. Aus den detektierten Molekil- und den Addukt-lonen konnten die
jeweiligen Summenformeln berechnet werden. Bei einigen Verbindungen wurden aufgrund einer
hoheren Instabilitat der ionisierten Molekile nur Fragmentionen im HRESI-MS Spektrum
detektiert. Bei diesen Verbindungen erfolgte eine APCI-MS Messung am Q-TOF 6540 UHD im
positiven Modus.

2.1.13.3UV-Vis-Spektroskopie

Die Vermessung der UV Spektren der isolierten Verbindungen erfolgte an einem Cary 50 Scan
UV-Spektrophotometer in einer Quarzkiivette (QS, 1,0cm, Hellma GmbH) bei einem
Wellenléngenbereich von 200-800 nm. Die Konzentrationen der in MeOH gel6sten Substanzen
variierten je nach Verbindung, da ein linearer Bereich von unter 1,0 AU angenommen wurde. Die
molaren Absoptionskoeffizienten wurden mit Excel berechnet, wobei folgende Formel zum

Einsatz kam:

cXd

Molarer Absorptionskoeffizient [l X mol™! x cm™1]

M

A Absorption
Konzentration [mol x [71]
d  Schichtdicke der Messkiivette [cm]
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2.1.13.4Polarimetrie

Fur die Bestimmung der spezifischen Drehwerte wurden die in MeOH geldsten Substanzen in
einem Mikromessrohr (L&nge: 50 mm) bei 589 nm an einem UniPol L 1000 Polarimeter (Schmidt
+ Haensch GmbH & Co.) vermessen. Die angegebenen Werte sind die Mittelwerte aus 10

Messungen.

2.1.13.5CD-Spektroskopie

Die CD-Spektren wurden an einem J-715 Spectropolarimeter (JASCO) in einer Konzentration von
175 oder 180 uM in MeOH aufgenommen. Falls die CD-Spektren nicht aussagekraftig genug
waren, erfolgte eine Erh6hung der Konzentration. Es wurde eine 0,1 cm Quarzkivette (100-QSQ,
Hellma GmbH & Co. KG) verwendet und bei 22 °C gemessen. Der Messbereich von 190-400 nm
wurde bei einer Scangeschwindigkeit von 200 nm/min in 0,5 nm Schritten abgescannt. Jede
Messung wurde zehnmal wiederholt und final mit einem Savitzky-Golay Algorithmus
(Konvolutionsbeite: 15) geglattet.
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2.2 a-Glucosidase-Assay

Da anti-diabetische Effekte flr J. regia (Mirbadalzadeh und Shirdel 2010) beschrieben worden
waren, sollte eine mogliche Inhibierung der a-Glucosidase untersucht werden. Dazu wurde o-
Glucosidase zusammen mit dem Substrat 4-Nitrophenyl-a-D-glucopyranosid (NPG) inkubiert.
Das Substrat wird durch die a-Glucosidase gespalten und zu 4-Nitrophenol (NP) umgesetzt,
welches im Alkalischen bei 405 nm stark absorbiert und somit quantitativ bestimmt werden kann.
Die zu testenden Extrakte bzw. Fraktionen wurden zusammen mit dem Enzym und dem Substrat
inkubiert und die Absorptionen mit einer Negativkontrolle (ungehinderte Enzymaktivitat 2 0 %
Hemmung) verglichen. Als Positivkontrolle diente Acarbose, ein kompetitiver Inhibitor der a-
Glucosidase, in einer Konzentration (1,29 pg/ml) bei der ca. 50 % der Enzymaktivitdt gehemmt

wurde.

2.2.1 Chemikalien, Enzyme und Geraéte

Die verwendeten Chemikalien, Enzyme und Geréte sind in den Tabellen 2-141 und 2-142

zusammengefasst.

Tabelle 2-141 Chemikalienliste fir den o-Glucosidase Assay.

# Spezifikation Hersteller
Acarbose 95 96 Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland
BSA, Fraction V, Cohn Fraction V, Bovine Serum  PAA Laboratories, Linz,
BSA . . °
Albumin Osterreich
. Sigma Aldrich, Taufkirchen
® ’ ’
K2HPO4 for Analysis EMSURE Deutschland
. Sigma Aldrich, Taufkirchen
® ’ y
KH2PO4 for Analysis EMSURE Deutschland
. Carl Roth GmbH & Co. KG
0 1
Na,COs 299 %, wasserfrel Karlsruhe, Deutschland
. . Sigma Aldrich, Taufkirchen
_ - - 0 1 i)
NPG 4-Nitrophenyl a-D-glucopyranoside >99 % Deutschland
. from Saccharomyces cerevisiae Type I, lyophilized  Sigma Aldrich, Taufkirchen,
a-Glucosidase . .
powder, >10 units/mg protein Deutschland
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Tabelle 2-142 Gerate und Materialen fiir den a-Glucosidase Assay.

# Spezifikation Hersteller
96-Well Platte 96_—We|| Polystyren F-bottom Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
microplate Deutschland
Mehrkanalpipette Research plus 300 Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Mehrkanalpipette Research 100 Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Mehrkar_lalplpetten 5mil Cole-Parmer, Wertheim, Deutschland
Reservoir
'Ii"'kro“t?rp'atte”' SpectraFLUOR PLUS® Tecan Group Ltd., Ménnedorf, Schweiz
esegeréat
. Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Reagenz-Reservoir 50 ml
Deutschland
Inkubator AutoFlow IR Direct Heat, NU-  Integra Biosciences GmbH, Fernwald,
5500 E Deutschland

2.2.2 Bestimmung der a-Glucosidasehemmung

Zunachst erfolgte die Herstellung der in Tabelle 2-143 zusammengefassten Losungen und Puffer.
Die a-Glucosidase wurde in 1 ml H2O suspendiert und somit auf 100 U/ml vorverdiinnt. Diese o-
Glucosidase Stammldsung wurde in Aliquots von 50 pl bei -20 °C weggefroren. Am Versuchstag
wurde ein Aliquot aufgetaut, gevortext und mit 0,1 M Phosphatpuffer, der 0,2 % BSA enthielt, auf
0,2 U/ml verdunnt.

Tabelle 2-143 Losungen und Puffer fir den a-Glucosidase Assay.

Ldsung Konzentration

Acarbose 1,29 mg/ml (£ 2 mM)
Na;COs 2M
NPG 20mM

Phosphatpuffer 0,1 M, pH 6,8
Phosphatpuffer 0,1 M, pH 6,8 + 0,2 % BSA

o-Glucosidase 0,2 U/ml

In jedes Well einer 96-Well Platte wurden 70 pl 0,1 M Phosphatpuffer, 10 pl a-Glucosidase
(0,2U/ml) und entweder 10pul H2O (Negativkontrolle), 10 pul 1,29 mg/ml Acarbose
(Positivkontrolle) oder 10 ul der zu testenden Substanz in zehnfacher Endkonzentration gegeben.
Um die Lésungen in den Wells auf das Temperaturoptimum der a-Glucosidase zu bringen, wurde
die 96-Well Platte in einem Inkubator fir 10 Minuten bei 37 °C inkubiert. Anschlielend wurden
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in jedes Well 10 ul NPG (4 mM) gegeben und fur weitere 30 Minuten bei 37 °C inkubiert.
SchlieRlich wurde die Enzymaktivitat durch Zugabe von 150 pl Na2COs (2 M) gestoppt und die
Absorption der einzelnen Versuchsansatze im Mikrotiterplattenlesegerét bei 405 nm gemessen.
Die Extrakte bzw. Sephadexfraktionen (Abbildung 7) wurden dreimal in Heptaplikaten auf ihre a-
Glucosidasehemmung hin untersucht. Aufgrund der Eigenabsorption mancher Proben bei 405 nm
wurden die jeweiligen Konzentrationen im Assay angepasst. Die Stammldsungskonzentrationen,
Losungsmittelzusammensetzungen und DMSO-Endkonzentrationen sind in Tabelle 2-144
zusammengefasst. Aufgrund der verschiedenen maximalen DMSO-Endkonzentrationen wurde
zusatzlich noch die konzentrationsabhangige Auswirkung von DMSO untersucht. Dazu wurden

verschiedene DMSO Konzentrationen (0,03-0,2 %) dreimal in Heptaplikaten getestet.

Tabelle 2-144 Verwendete L&sungsmittelzusammensetzungen, Konzentrationen der Stammldsungen, Cend, max [Fraktion]
(maximale Endkonzentrationen der einzelnen Testfraktionen) und cend, max [DMSQ] (maximale DMSO-Endkonzentrationen der
einzelnen Ansétze).

Juglandis folium 70 % EtOAC n-BuOH H,O Sephadexfraktionen
MeOH-Extrakt (S1-12)
Lésunasmittel 30 % 100% 10% 10 % 100 % 30 %
g DMSO DMSO DMSO DMSO H.0 DMSO
c[StammIBsung] 100 100 100 100 100 100
g mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
c [Fraktion] 250 100 100 100 1000 100
End, max pg/ml pug/ml - pg/ml pg/ml pg/mi pg/ml
C end, max[DMSQO] 0,075 % 0,1% 001% 0,01% - 0,03 %

Die a-Glucosidasehemmung berechnete sich aus folgender Formel:

Kontrolle X
A4-05 - A405

Hemmung [%] = AKontrolle %100 (6)

405

AKontrolle  Apsorption der Negativkontrolle bei 405 nm

AZos Absorption der Probe X bei 405 nm

Die statistische Auswertung erfolgte mit Excel fir Office 365® (Microsoft®). Dabei wurden die
Mittelwerte und deren Standardabweichungen berechnet und in einem Balkendiagramm
dargestellt. Mittels logarithmischer Regressionsanalyse wurden, wenn moglich, die ICso-Werte der

Enzymhemmungen berechnet.
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Extrakt/Fraktion Extrakt/Fraktion
A [ug/ml] B [pg/ml]
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Abbildung 7 Pipettierschema fiir die Bestimmung der o-
Glucosidasehemmung von Extrakten und Fraktionen.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Isolierung von Einzelsubstanzen

3.1.1 Isolierungsstrategie

Um einzelne Substanzen aus dem Walnussblattextrakt isolieren zu kodnnen, wurde mittels
verschiedener chromatographischer Methoden fraktioniert. Nach jedem chromatographischen
Schritt wurde das Ergebnis diinnschichtchromatographisch tberprift. Anhand der Auswaage und
der Menge an enthaltenen Verbindungen wurden die Fraktionen ausgewahlt, fur die eine weitere
Aufreinigung am erfolgversprechendsten war. Es wurde davon ausgegangen, dass nach dem
letzten Isolierungsschritt mindestens 0,5 mg aufgereinigte Substanz fir eine erfolgreiche
Strukturaufklarung vorhanden sein sollte. Um die fir den jeweiligen né&chsten
chromatographischen Schritt am besten geeignetste Methode zu finden, wurden in VVorversuchen
- mit Aliquots - verschiedene stationdre sowie mobile Phasen im Zuge eines systematischen
Screenings verwendet (vgl. 2.1.7.3, S.22). Die Phasenkombinationen mit den besten Trennungen

wurden ausgewahlt und die Methoden, falls méglich, auf einen préparativen Mal3stab hochskaliert.

3.1.2 Extraktion und Flussig-Flissig Verteilung

Durch die Extraktion von 3,3 kg Blattmaterial mit MeOH 70 % (m/m), wie unter 2.1.4 (S.17)
beschrieben, konnten nach dem Gefriertrocknen 590 g Extrakt gewonnen werden. Ungefahr 204 g
dieses Rohextrakts wurden zundchst durch Flissig-Flissig Extraktion, wie unter 2.1.6 (S. 19)
beschrieben, in Fraktionen mit moglichst einheitlicher Polaritat aufgetrennt (Abbildung 8). Dieser
Schritt sollte Loslichkeitsprobleme in den folgenden chromatographischen Schritten vorbeugen.
Wie in Abbildung 9 zu sehen ist, wurde der Rohextrakt mit Hilfe von DCM, EtOAc und n-BuOH
in vier Extrakte mit unterschiedlichen Polaritatsstufen aufgeteilt. Im DCM-Extrakt (8,2 %) wurde
der groRte Teil an Chlorophyllen und Wachsen sowie andere lipophile Stoffe aus dem Rohextrakt
angereichert. Die Chlorophylle sind anhand ihrer roten Fluoreszenz bei 366 nm und der griinen
Farbung bei Tageslicht in einem R¢-Bereich > 0,9 deutlich zu erkennen. Im EtOAc-Extrakt (9,4 %)

waren vor allem Flavonoidglykoside zu finden, die anhand ihrer dunkelblauen bis schwarzen
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3 Ergebnisse

Fluoreszenz bei 366 nm und ihrer Gelbfarbung

12342¢ bei Tageslicht in einem R¢Bereich von ca. 0,4-
HO

: 0,9 deutlich zu erkennen waren. Im n-BuOH-

Extrakt (14,0 %) waren U(berwiegend sehr

204449 polare Substanzen (Rs-Bereich < 0,5) zu finden,
Juglandis folium

Extrakt . . .
MeOH 70 % (m/m) die am besten bei 366 nm sichtbar waren.

6,31 g unlsl. Ebenfalls konnte man bei diesem Extrakt, nach
Rest . ] ) _
16,68 g - Derivatisierung mit AS, unter Tageslicht eine
DCM . ) )
1&&2 durchgingige ,,Schmier*- Bande erkennen, die

vermutlich auf polymere Proanthocyanidine
Abbildung 8 Auswaagen der durch Flissig-Fliissig Extraktion . . ]
des Rohextrakts gewonnenen Extrakte. zurtickzufihren ist. Im H2O Extrakt (60,4 %),
der den groéRten Anteil ausmacht, waren bei
366 nm betrachtet annahernd die gleichen Verbindungen enthalten, wie im n-BuOH-Extrakt,
allerdings in geringerer Konzentration. Vermutlich sind vor allem Zucker und andere hochpolare
Substanzen in diesem Extrakt vorhanden. Auf Bande 5 wurde der nach dem ersten
Ausschittelvorgang abgetrennte, unldsliche Extrakt (3,1 %) aufgetragen. Das DC-Profil entspricht

dem des Rohextraktes und deutet somit auf eine Uberbeladung beim Ausschiitteln hin.

366 nm Tageslicht/AS

E 1 2 3 4 5 E 1 2 3 4 5

Abbildung 9 Ubersichts-DC der generierten Fraktionen aus der Fliissig-Fliissig Extraktion (vgl. 2.1.6, S.19) des Rohextraktes (E).
DCM- (1), EtOAc- (2), n-BuOH- (3), H20-Extrakt (4), unldslicher Extrakt (5). Detektion bei 366 nm (links) und bei Tageslicht
nach Derivatisierung mit AS (rechts). Konzentration: 25 mg/ml; Auftragungsmenge: 5 ul; FlieBmittel: EtOAc:H20:FA:AA
(100:26:11:11).

Es wurde mit dem DCM-, dem EtOAc- und dem n-BuOH-Extrakt weitergearbeitet. Da sich die
Extrakte aufgrund ihrer Polaritdt und Zusammensetzungen unterscheiden, wurden verschiedene
chromatographische Verfahren zur Aufarbeitung gewahlit. Diese sind in den folgenden Kapiteln

zusammengefasst.
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3.1.3 Isolierung von Einzelsubstanzen aus dem DCM-Extrakt

Um Verbindungen aus dem DCM-Extrakt isolieren zu kdnnen, wurden zunéchst Chlorophylle und
Wachse abgetrennt. Dazu kam eine Festphasenextraktion an Diaion® HP-20 Material zum Einsatz
(2.1.7.1, S.20). Bei diesem Material handelt es sich um ein groBporiges Styrol-Divinylbenzol-
Polymer, welches lipophile Substanzen adsorbiert. Die Elution erfolgte zunachst von sehr polar
(MeOH 90 % V/V) lber polar (MeOH) zu unpolar (DCM/n-Hexan). Bei der Elution mit MeOH
90 % (V/V) war nach kurzer Zeit eine Farbanderung des Eluats festzustellen, weshalb diese
Fraktion voriibergehend in zwei Fraktionen (D1 und D2) aufgeteilt wurde. Wie allerdings dem
Ubersichts-DC (Abbildung 10) zu entnehmen ist, sind sich die beiden Fraktionen D1 und D2
ziemlich &hnlich und wurden flir weitere chromatographische Schritte vereinigt und in D1+2
umbenannt. Weiter veranschaulicht das Ubersichts-DC die Abtrennung der Chlorophylle (rote
Fluoreszenz bei 366 nm) aus den Fraktionen D1 und D2. Leider eluierten die Chlorophylle bereits
in der mittelpolaren Fraktion D3, was wahrscheinlich auf altes, beschidigtes Diaion® HP-20
Material zurtickzufthren ist. Im Elutionsschritt mit unpolarem Lésungsmittel wurden schliellich
alle Chlorophylle und Wachse von der Séule gewaschen, was anhand der roten Fluoreszenz im

Ubersichts-DC sowie an der wachsartigen Konsistenz dieser Fraktion (D4) zu erkennen ist.

D1+2 wurde weiter mit einer offenen Kieselgelsaule und einem Stufengradienten mit n-Hexan und
EtOAc aufgetrennt (2.1.7.2, S.21). Dabei wurden 13 Fraktionen mit zunehmender Polaritat
generiert, die im Ubersichts-DC (Abbildung 11) dargestellt sind. Aus den Fraktionen D1+2K2,
D1+2K3, D1+2K6, D1+2K7, D1+2K8, D1+2K9, D1+2K10 und D1+2K11 konnten mit Hilfe einer
RP-18-HPLC Einzelsubstanzen isoliert werden (2.1.7.4.1-2.1.7.4.8, S.23-29). Die einzelnen

Isolierungsschritte sind zur Ubersicht im Isolierungsschema dargestellt (Abbildung 12).

Die Verbindungen D1+2K7H2 (6a/6b), D1+2K7H3 (7a/7b), D1+2K7H8 (35a/35b), D1+2K9H1
(8a/8b), D1+2K9H2 (9a/9b), D1+2K10H1 (10a/10b), D1+2K10H2 (8a/8b, 1la/llb),
D1+2K10H3 (9a/9b), D1+2K11H1 (10a/10b), konnten mit Hilfe einer chiralen HPLC S&ule (A5,
Eurocel 01, 5 um 250x4,6 mm) aufgetrennt werden. Die einzelnen Gradienten sind den Tabellen
2-129 und 2-132 unter 2.1.10 (S.77) zu entnehmen.
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366 nm Tageslicht Tageslicht/AS

- - s |3
s g - =___ ‘_ DU T ——
D 1 2 3 4 D 1 2 3 4

Abbildung 10 Ubersichts-DC der generierten Fraktionen aus der Festphasenextraktion (vgl. 2.1.7.1, S.20) des DCM-Extrakts (D).
D1 (1), D2 (2), D3 (3) und D4 (4). Detektion bei 366 nm (links), bei Tageslicht (Mitte) und bei Tageslicht nach Derivatisierung
mit AS (rechts). Konzentration: D: 25 mg/ml, D1-4: 12,5 mg/ml; Auftragungsmenge: 5 pl; FlieBmittel: n-Hexan:EtOAc:FA
(65:33:2).

366 nm Tageslicht/AS

DiD21 2 3 456 7 8 91011121314 Dib21 2 3 4 56 7 8 91011121314

Abbildung 11 Ubersichts-DC der generierten Fraktionen nach der Chromatographie an Kieselgel (vgl. 2.1.7.2, S.21) der vereinten
Fraktionen D1 und D2; D1+2K1-K13 (1-13) und in n-Hexan unléslicher Bestandteil (14); Detektion bei 366 nm (links) und bei
Tageslicht nach Derivatisierung mit AS (rechts). Konzentration: 12,5 mg/ml; Auftragungsmenge: 5 ul; FlieBmittel:
n-Hexan:EtOAC:FA (65:33:2).
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3.1.4 Isolierung von Einzelsubstanzen aus dem EtOAc-Extrakt

3.1.4.1 Fraktionierung des EtOAc-Extraktes mittels Sephadex LH-20

Séaulenchromatographie

Um Einzelsubstanzen aus dem EtOAc-Extrakt zu isolieren, wurde zunéchst mittels GPC an einer
Sephadex LH-20 Saule grob vorfraktioniert (2.1.8.1, S.31). Sephadex LH-20 ist ein
quervernetztes, hydroxypropyliertes Dextran Gel, welches Analyten durch groRenausschluss- und
verteilungschromatographische Mechanismen trennt. Bei dieser Vorfraktionierung ergaben sich
13 Fraktionen, die im Ubersichts-DC (Abbildung 13) dargestellt sind. Die ersten vier Fraktionen
(S1-S4) enthielten eine Vielzahl an Verbindungen, die sich nur mit AS anféarben lieRen. Flavonoide
eluierten vor allem in der Fraktion S5, die mengenméRig auch den grofiten Teil des EtOAc-
Extraktes ausmacht (12,95 g, 67,5 %). Erkennbar sind die Flavonoide durch NRM-Férbung, wobei
ihre gelbe Farbe intensiviert wird. Ab Fraktion S6 eluierten vor allem Proanthocyanidine. Diese
lassen sich durch VH-Derivatisierung rot anfarben. Die unterschiedlichen R-Werte deuteten auf
unterschiedliche Polymerisierungsgrade hin. Dabei sinken die Rs-Werte mit steigendem
Polymerisierungsgrad, bis schlieBlich keine definierten Banden sondern nur noch ,,Schmier-
Banden‘ nachzuweisen sind (S11-S13).

366 nm Tageslicht/AS

E1 2 3456 78 910111213 E1 23456 78 91011121

Tageslicht/NSM Tageslicht/vVC

E 123456 78 9101112183 E 1 2 34 5 6 7 8 9 10111213

Abbildung 13 Ubersichts-DC der generierten Fraktionen nach der Chromatographie des EtOAc-Extrakts an Sephadex LH-20; E:
EtOAc-Extrakt, S1-13 (1-13); Detektion bei 366 nm (oben links) und bei Tageslicht nach Derivatisierung mit AS (oben rechts),
nach Derivatisierung mit NSM (unten links) und nach Derivatisierung mit VH (unten rechts). Konzentration: 25 mg/ml;
Auftragungsmenge: 5 ul; FlieBmittel: EtOAc:H20:FA:AA (100:26:11:11).
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3.1.4 Isolierung von Einzelsubstanzen aus dem EtOAc-Extrakt

3.1.4.1.1 Fraktionierung von S1

Fraktion S1 wurde mittels GPC an MCI-Gel® CHP20P weiter aufgetrennt (vgl. 2.1.8.3.1, S.34).
Bei diesem Gel handelt es sich, wie beim Diaion-HP-20, um ein Divinyl-benzol-Polymer,
allerdings mit einer geringeren PartikelgroRe (75-150 um). Es wurden 22 neue Fraktionen (S1IM1-
22) generiert, die im Ubersichts-DC (Abbildung 14) abgebildet sind. Aus Fraktion S1M4 wurden
mittels praparativer HPLC (vgl. 2.1.8.5.142) zwei Peaks isoliert. Aus diesen beiden Peaks konnten
durch einen weiteren préparativen HPLC Schritt (vgl. 2.1.8.5.2, S.43 und 2.1.8.5.3, S.44)
S1IM4H1H1 (96, 97) und SIM4H2H1 (90) isoliert werden. Aus der Fraktion SIM8 wurde mit
Hilfe einer praparativen HPLC (vgl. 2.1.8.5.4, S.44) SIM8H1 (91) erhalten. Die einzelnen

Isolierungsschritte sind zur Ubersicht im Isolierungsschema (Abbildung 15) dargestelit.

366 nm/AS Tageslicht/AS

S11 234567 8910111213141516171819202122 S11 2 3 456 7 8 910111213141516171819202122

Abbildung 14 Ubersichts-DC der generierten Fraktionen nach der GPC der Fraktion S1 an MCI-Gel® CHP20P; S1, SIM1-22 (1-
22); Detektion bei 366 nm nach Derivatisierung mit AS (links) und bei Tageslicht nach Derivatisierung mit AS (rechts).
Konzentration: S1: 50 mg/ml, SIM1-22: 25 mg/ml; Auftragungsmenge: 2 pul; FlieBmittel: EtOAc:H20:FA:AA (100:26:11:11).

@

|
[ sim4B2 | | s1M8HI (91) |

| SIM4HIH1 (96,97) | SIM4H2H1 (90) |

Abbildung 15 Isolierungsschema der aus der Fraktion S1 des EtOAc-
Extrakts isolierten Verbindungen; 1I: GPC an MCI-Gel, I11: BP-HPLC.
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3.1.4.1.2 Fraktionierung von S2

Fraktion S2 wurde ebenfalls mittels GPC an MCI-Gel® CHP20P weiter aufgetrennt (vgl. 2.1.8.3.2,
S. 35). Wie im Ubersichts-DC (Abbildung 16) zu sehen ist, kamen viele Substanzen zum
Vorschein, die in der urspringlichen Fraktion entweder in zu geringer Konzentration vorlagen

oder aufgrund von Uberlagerungen nicht sichtbar waren.

366 nm/AS Tageslicht/AS

'S21234567891011121314151617 1819

S21 2345678 910111213141516171819

Abbildung 16 Ubersichts-DC der generierten Fraktionen nach der GPC der Fraktion S2 an MCI-Gel® CHP20P; S2, S2M1-19 (1-
19); Detektion bei 366 nm nach Derivatisierung mit AS (links) und bei Tageslicht nach Derivatisierung mit AS (rechts).
Konzentration: S2M11, S2M12: 50 mg/ml, sonst: 25 mg/ml; Auftragungsmenge: S2: 5 pl, S2M11, S2M12: 1 ul, S2M15: 3 pl,
sonst 2 pl; FlieRmittel: EtOAc:H20:FA:AA (100:26:11:11).

Mit der préparativen HPLC an der Diolséaule unter Normalphasenbedingungen wurde die Fraktion
S2M7 vorfraktioniert (2.1.8.5.5, S.45). Mittels préparativer RP-18-HPLC konnten schliel3lich
S2M7H3H1 (91, 95), S2M7H3H2 (93) und S2M7H3H3 (92, 94) aus S2M7H3 (2.1.8.5.6, S.46)
sowie S2M7H4H2 (93) und S2M7H4H3 (94) aus S2M7H4 (2.1.8.5.7, S.46) isoliert werden. Mit
Hilfe der analytischen HPLC Anlage und einer RP-8 Sédule wurden aus S2M8 S2M8H3 (64),
S2M8H4 (65), S2M8H5 (66), S2M8H6 (100), S2ZM8H7 (101) und S2M8H8 (102, 2.1.8.5.8, S.47)
isoliert. AulRerdem wurde die Fraktion S2M9 an der préaparativen HPLC unter
Normalphasenbedingungen an der Diol Saule vorfraktioniert (2.1.8.5.9, S.48). Aus den erhaltenen
Fraktionen S2M9H1, S2M9H2, S2M9H4, S2M9H6 konnten mittels praparativer RP-18-HPLC
S2M9H1H1 (67), S2M9H2H2 (103), S2M9H4H2 (102), S2M9H4H3 (102, 104), S2M9H5H1
(105), S2M9H5H2 (106) bzw. S2M9H6EH1 (107, 2.1.8.5.10, S.48; 2.1.8.5.11, S.49; 2.1.8.5.12,
S.50; 2.1.8.5.13, S.50; 2.1.8.5.14, S.50) isoliert werden. Die Fraktion S2M9H7 wurde ebenfalls
mit einer praparativen RP-18-HPLC (vgl. 2.1.8.5.15, S.51) aufgetrennt, wobei die Auftrennung
der beiden in der Fraktion enthaltenen Diastereomere unzureichend war. Um eine bessere
Trennung zu erreichen, wurde die Fraktion S2M9H7H2 an der analytischen HPLC mit der
analytischen Biphenylsdule (iber einen langen Gradienten aufgetrennt (2.1.8.5.16, S.52). Auf diese
Weise konnte eine Auftrennung der Diastereomeren S2M9H7H2H1 (73) und S2ZM9H7H2H2 (74)
erreicht werden. Die Fraktion S2M10 wurde mittels praparativer RP-18-HPLC aufgetrennt (vgl.
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3.1.4 Isolierung von Einzelsubstanzen aus dem EtOAc-Extrakt

2.1.8.5.17 S.52), wobei S2M10H4 (72) erhalten wurde. Die einzelnen Isolierungsschritte sind zur
Ubersicht im Isolierungsschema (Abbildung 17) dargestellt.

@

BT
: i @
|

S2MTHA
SIM7TH3 D) A s2MsH3 60 | H savomE1 |- (V) —{ S2MOHIHI 67) | [ saM10H4 (72) |
|__ SaMsH4 (65) | soMom2 |—(TV)—{ S2MOH2H2 (103)
) [s2vym4m2 (93) |

Ve (94) SIMSHS (66) S2MOH4 @ S2MOH4H3 (104)

| P——
S2M7H3H2 (93) SIVED S2MOH5H2 (106)

SENHS (10 (@ —{ savomraon |

& (sowm |

S2MSHTH2HI (73)

Abbildung 17 Isolierungsschema der aus der Fraktion S2 des EtOAc-Extrakts isolierten Verbindungen; 11: GPC an MCI-Gel, 111: NP-
Diol-HPLC, IV: RP18-HPLC, V: RP8-HPLC, VI: BP-HPLC.

3.1.4.1.3 Fraktionierung von S3

S3 wurde mittels RP-18-MPLC am Flashautomaten vorfraktioniert (vgl. 2.1.8.2, S.32). Dabei
ergaben sich zwolf Fraktionen, die wieder ein Einzelsubstanzspektrum aufwiesen, das aus der
urspriinglichen Fraktion aufgrund von geringerer Konzentration und Uberlagerungen nicht
ersichtlich war (Abbildung 18). Leider waren die Auswaagen der meisten Fraktionen weit unter
100 mg und die Anzahl der enthaltenen Substanzen so grol3, dass eine weitere Aufreinigung als
wenig zielfuhrend erachtet wurde. Die Mengen der Fraktionen S3F3 (299,6 mg), S3F4 (463,7 mg)
und S3F5 (202,6 mg) wurden als ausreichend angesehen, um damit weiter zu arbeiten. S3F1
(160,8 mg) lag ebenfalls in ausreichender Menge vor, allerdings wurden aufgrund der intensiven
gelben Bande (Rf 0,1) vor allem hochpolare Substanzen wie Zucker vermutet und diese Fraktion

somit fir ein weiteres Aufreinigen ebenfalls nicht in Betracht gezogen.
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366 nm/AS Tageslicht/AS
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Abbildung 18 Ubersichts-DC der generierten Fraktionen nach RP-18-MPLC der Fraktion S3; S3, S3F1-12 (1-19); Detektion bei
366 nm nach Derivatisierung mit AS (links) und bei Tageslicht nach Derivatisierung mit AS (rechts). Konzentration: S3F3 und
S3F5: 50 mg/ml, S3F4: 100 mg/ml, S3F11: 10 mg/ml, sonst: 25 mg/ml; Auftragungsmenge: S3F3, S3F5: 2,5 ul, S3F4: 1 ul,
S3F11: 12,5 pl, sonst: 5 pl; FlieBmittel: EtOAc:H20:FA:AA (100:26:11:11).

Nach der Auftrennung von S3F3 mittels GPC an MCI-Gel® CHP20P konnten neun
Unterfraktionen generiert werden (2.1.8.3.3, S.37 und Abbildung 19). Dabei waren S3F3M4
(105,9 mg) und S3F3M5 (58,7 mg) in ausreichender Menge vorhanden, um damit mittels
praparativer HPLC Einzelsubstanzen isolieren zu konnen. Aus S3F3M4 konnten, wie unter
2.1.8.5.18 (S.53) beschrieben, unter Normalphasenbedingungen an der Diolsdule S3F3M4H2 (12)
und S3F3M4H3 (13) isoliert werden. S3F3M5 wurde zunéchst an der Biphenylsdule unter
Umkehrphasenbedingungen (2.1.8.5.19, S.54) vorfraktioniert. Die daraus generierte Fraktion
S3F3M5H5 (44,8 mg) wurde erneut an der Biphenylsdaule mit &hnlichen Gradientenparametern
(2.1.8.5.20, S.55) chromatographiert und schlie3lich konnten S3F3M5H5H2 (88), S3F3AM5H5H3
(109), S3F3M5H5H4 (15) und S3F3M5H5HS (14) isoliert werden.

366 nm/AS Tageslicht/AS
Al
sk E = &
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abbildung 19 Ubersichts-DC der generierten Fraktionen nach der GPC der Fraktion S3F3 an MCI-Gel® CHP20P; S3F3M1-9 (1-
9); Detektion bei 366 nm nach Derivatisierung mit AS (links) und bei Tageslicht nach Derivatisierung mit AS (rechts).
Konzentration: 25 mg/ml; Auftragungsmenge: 5 pl; FlieBmittel: EtOAc:H20:FA:AA (100:26:11:11).

Durch GPC an MCI-Gel® CHP20P (2.1.8.3.4, S.37) konnten neun Unterfaktionen aus S3F4
generiert werden (Abbildung 20). Die Fraktion S3F4M4 (48,6 mg) lag in ausreichender Menge
vor, um mittels préparativer RP-18-HPLC (2.1.8.5.21, S.55) S3F4M4H1 (99) isolieren zu kdnnen.
S3FAM5HL1 (67) und S3F4M5H6 (108) konnten aus S3F4M5 (159,3 mg) mit Normalphasen-
HPLC an der Diolsaule isoliert werden (2.1.8.5.22, S.56).
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366 nm/AS Tageslicht/AS

' . e

S3F4 1 2 3 4 5 6 7 8 9 S3F4 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abbildung 20 Ubersichts-DC der generierten Fraktionen nach der GPC der Fraktion S3F4 an MCI-Gel® CHP20P; S3F4, S3F4M1-
10 (1-10); Detektion bei 366 nm nach Derivatisierung mit AS (links) und bei Tageslicht nach Derivatisierung mit AS (rechts).
Konzentration: S3F4, S3F4M5: 50 mg/ml, S3F4M4, S3F4M6-8: 25 mg/ml, sonst 12,5 mg/ml; Auftragungsmenge: S3F4, S3F4AM5:
1 pl, S3F4AM4, S3FAM6-8: 2,5 ul, sonst 5 pl; FlieBmittel: EtOAc:H20:FA:AA (100:26:11:11).

Die Fraktion S3F5 wurde mit Hilfe von MCI-Gel® CHP20P (2.1.8.3.5, S.38 und Abbildung 21) in
neun Unterfraktionen aufgetrennt. Davon konnte aus S3F5M6 (87,2 mg) an der préaparativen
HPLC (2.1.8.5.23, S.57) mit der Diolsdule unter Normalphasenbedingungen S3F56M6H1 (21)
isoliert werden. Die einzelnen lIsolierungsschritte sind zur Ubersicht im Isolierungsschema
(Abbildung 22) dargestellt.

366 nm/AS Tageslicht/AS

S3F5 1 2 3 4 ¢ S3F5 1 2 3 4 5 6 1 8 ¢

Abbildung 21 Ubersichts-DC der generierten Fraktionen nach der GPC der Fraktion S3F5 an MCI-Gel® CHP20P; S3F5, S3F5M1-
9 (1-9); Detektion bei 366 nm nach Derivatisierung mit AS (links) und bei Tageslicht nach Derivatisierung mit AS (rechts).
Konzentration: S3F5: 50 mg/ml, S3F5M6-7: 30 mg/ml, S3F5M8-9: 15 mg/ml, sonst 7,5 mg/ml; Auftragungsmenge: S3F5M6-7:
2,5 ul, S3F5, S3F5M8-9: 5 ul, sonst 10 pl; FlieBmittel: EtOAc:H20:FA:AA (100:26:11:11).

5 6 7 8
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S3FAMA4H]1a (98)

Abbildung 22 Isolierungsschema der aus der Fraktion S3 des EtOAc-Extrakts isolierten Verbindungen; Il: RP18 MPLC, Ill: GPC an
MCI-Gel, IV: NP-Diol-HPLC, V: BP-HPLC, VI: RP18-HPLC X: milde alkalische Hydrolyse.

3.1.4.1.4 Fraktionierung von S4

Die Fraktion S4 wurde durch CPC mit n-Hexan/EtOAc und MeOH/H20 (vgl. 2.1.8.4, S.40) weiter
aufgetrennt. Dabei konnten zehn neue Unterfraktionen generiert werden (Abbildung 23). Aus der
Fraktion S4C3 konnten anschlie3end mittels praparativer HPLC an der Biphenylsdule (2.1.8.5.24,
S.58) S4C3H1 (17), S4C3H2 (18), SAC3H3 (16), S4C3H4 (19) und S4C3H5 (20) isoliert werden.

Die einzelnen Isolierungsschritte sind zur Ubersicht im Isolierungsschema (Abbildung 24)
dargestellt.

366 nm Tageslicht/AS

e

S4 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abbildung 23 Ubersichts-DC der generierten Fraktionen nach CPC der Fraktion S4; S4, S4C1-10 (1-10); Detektion bei 366 nm
(links) und bei Tageslicht nach Derivatisierung mit AS (rechts). Konzentration: S4: 50 mg/ml, S4C1-10: 25 mg/ml;
Auftragungsmenge: 5 ul; FlieBmittel: EtOAc:H20:FA:AA (100:26:11:11).

S4 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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@

| | |
| s4c3H1 (17) || S4C3H2 (18) || S4C3H3 (16) || S4C3H4 (19) || S4C3HS 20) |

®

[ s4C3H3a (13) |

Abbildung 24 Isolierungsschema der aus der Fraktion S4 des EtOAc-Extrakts isolierten Verbindungen; Il:
CPC, IlI: BP-HPLC, X: milde alkalische Hydrolyse.

3.1.4.1.5 Fraktionierung von S5

Die Fraktion S5 wurde mittels GPC an MCI-Gel® CHP20P weiter aufgetrennt (vgl. 2.1.8.3.6,
S.39). So wurden 14 neue Unterfraktionen (Abbildung 25) generiert, wovon funf fur die Isolierung
von Einzelsubstanzen weiterbearbeitet wurden. S5M2H4 (77), SSM2H5 (70, 75), SSM2H7
(71a/71b) und S5M2H8 (71a/71b) konnten durch praparative RP-18-HPLC aus der Fraktion
S5M2 (71,5 mg) isoliert werden (2.1.8.5.25, S.59). Die Substanzen S5M4H1 (78), SSM4HS5 (76),
S5M4H7 (4) und S5M4H9 (5) konnten ebenfalls durch praparative RP-18-HPLC aus S5M4
(51,5 mg) isoliert werden (2.1.8.5.26, S.59). Eine praparative RP-HPLC der Fraktion S5M5
(217,1 mg) an der Biphenylséaule (2.1.8.5.27, S.60) fihrte zur Isolierung von SSM5H5 (5). Aus
einem Aliquot (281,8 mg) der Fraktion S5M7 (2120,2 mg) konnten die Substanzen SSM7H1 (79),
S5M7H2 (80), SSM7H3 (44), SSM7HS5 (42), SSM7H6 (39), SSM7H7 (45, 68, 69), SSM7H8 (46),
S5M7H9 (47), SSM7H10 (40), SSM7H11 (41), SSM7H12 (22), SSM7H13 (48), SSM7H14 (49),
ebenfalls mittels Biphenylsaule (2.1.8.5.28, S.61), isoliert werden. Durch eine &hnliche Methode
(2.1.8.5.29, S.62) wurden die Substanzen S5M9H1 (50, 54), SSM9H2 (49), SSM9H4 (51),
S5M9HS5 (52), SSM9H6 (36, 53), SSM9H7 (43), SSMINS (54) aus S5M9 (419,0 mg) isoliert. Die

einzelnen Isolierungsschritte sind zur Ubersicht im Isolierungsschema (Abbildung 26) dargestellt.
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Abbildung 25 Ubersichts-DC der generierten Fraktionen nach der GPC der Fraktion S5 an MCI-Gel® CHP20P; S5, S5M1-14 (1-
14); Detektion bei 366 nm (links) und bei Tageslicht nach Derivatisierung mit AS (rechts). Konzentration: S5: 50 mg/ml, S5M1-
14: 25 mg/ml; Auftragungsmenge: 5 pl; FlieBmittel: EtOAc:H20:FA:AA (100:26:11:11).
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Abbildung 26 Isolierungsschema der aus der Fraktion S5 des EtOAc-Extrakts isolierten Verbindungen; Il: GPC an MCI-Gel, I11: RP18-
HPLC, IV: BP-HPLC.
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3.1.5 Isolierung von Einzelsubstanzen aus dem n-BuOH-Extrakt

3.1.5 Isolierung von Einzelsubstanzen aus dem n-BuOH-Extrakt

3.1.5.1 Generierung einer Gerbstofffraktion und deren Fraktionierung mittels

Sephadex LH-20 Saulenchromatographie

Fur die Gerbstoffisolierung war es notwendig, zunéchst eine einheitliche, angereicherte
Gerbstofffraktion zu generieren, da bereits Gerbstoffe in dem EtOAc-Extrakt (S6-S13) zu finden
waren. Zu diesem Zweck wurde eine Gerbstoff-angereicherte Fraktion (SB5, Abbildung 28) aus
dem n-BuOH-Extrakt durch GPC an Sephadex erzeugt (2.1.9.1, S.64) und diese anschlieRend mit
den Gerbstofffraktionen aus dem EtOAc-Extrakt (S6-S13) vereinigt. Die so neu entstandene
Gerbstofffraktion ,,G“ (5,7 g) wurde dann durch erneute GPC an Sephadex LH-20 aufgetrennt
(2.1.9.2, S.65 und Abbildung 29). Wie der Ubersichts-DC (Abbildung 29) zu entnehmen ist,
eluierten die ersten Proanthocyanidine ab Fraktion G6. Aus den Fraktionen G6, G8, G9, G10 und
G11 konnten nach dem Vorfraktionieren mit GPC an MCI-Gel® CHP20P und anschlieRender
praparativer RP-18-HPLC einzelne monomere und oligomere Proanthocyanidine sowie ein
Juglon-Derivat isoliert werden. Die einzelnen Isolierungsschritte sind zur Ubersicht im

Isolierungsschema (Abbildung 27) dargestellt.

E3

[sls Il sl7 [ sls Il sl9 I sio Il 51‘1 | siz [ sis | [51135 |

L

I

®

AR

Abbildung 27 Ubersicht zur Generierung der Gerbstofffraktion G durch Vereinigung der Fraktionen S6-S13
und SB5. Diese wurden zunéchst durch GPC an Sephadex LH-20 generiert. Die Gerbstofffraktion G wurde
anschliefend erneut durch GPC an Sephadex LH-20 aufgetrennt; I: GPC an Sephadex LH-20.
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Tageslicht/AS

. .
e
Sps
SeEE
P
B 1 2 3 4 5 B 1 2 3 4 5

Abbildung 28 Ubersichts-DC der generierten Fraktionen nach der Chromatographie des n-BuOH-Extrakts an Sephadex LH-20;
B: n-BuOH-Extrakt, SB1-5 (1-5); Detektion bei 366 nm (links) und bei Tageslicht nach Derivatisierung mit AS (rechts).
Konzentration: 25 mg/ml; Auftragungsmenge: 5 pl; FlieBmittel: EtOAc:H20:FA:AA (100:26:11:11).
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Abbildung 29 Ubersichts-DC der generierten Fraktionen nach der Chromatographie Gerbstofffraktion G an Sephadex LH-20; G:
Gerbstofffraktion, G1-14 (1-14); Detektion bei 366 nm (oben links), bei Tageslicht nach Derivatisierung mit VH (oben rechts),
bei 366 nm nach Derivatisierung mit AS (unten links) und bei Tageslicht nach Derivatisierung mit AS (unten rechts).
Konzentration: 25 mg/ml; Auftragungsmenge: 5 pl; FlieBmittel: EtOAc:H20:FA:AA (100:26:11:11).
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3.1.5 Isolierung von Einzelsubstanzen aus dem n-BuOH-Extrakt

3.1.5.1.1 Fraktionierung von G6

Fraktion G6 (724,8 mg) wurde mittels GPC an MCI-Gel® CHP20P weiter aufgetrennt (2.1.9.3.1,
S.66). Dabei konnten 13 Unterfraktionen (Abbildung 30) erzeugt werden, wobei zwei monomere
Flavan-3-ole G6M5 (32) und G6M7 (33) schon isoliert vorlagen.

366 nm Tageslicht/VH

G6 1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112 13 G6 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Abbildung 30 Ubersichts-DC der generierten Fraktionen nach der GPC der Fraktion G6 an MCI-Gel® CHP20P; G6, G6M1-13 (1-
13); Detektion bei 366 nm (links) und bei Tageslicht nach Derivatisierung mit VH (rechts). Konzentration: 25 mg/ml;
Auftragungsmenge: G6: 5 pl, sonst 2 pl; FlieBmittel: EtOAc:H20:FA:AA (100:26:11:11).

3.1.5.1.2 Fraktionierung von G7

G7 (268,6 mg) wurde mittels praparativer RP-18-HPLC (2.1.9.4.1, S.70) chromatographiert,
wobei G7H1 (31) isoliert werden konnte. Der Elutionsbereich zwischen 15,0-17,9 min (G7H4)
konnte durch einen weiteren Isolierungsschritt an der praparativen HPLC mit der Diolséule
(2.1.9.4.2, S.71) weiter aufgereinigt werden. Dabei wurden G7H4H1 (37, 38) und G7H4H4 (3)
erhalten.

3.1.5.1.3 Fraktionierung von G8

Fraktion G8 (882,2 mg) wurde mittels GPC an MCI-Gel® CHP20P weiter aufgetrennt (2.1.9.3.2,
S.67). Dabei konnten elf Unterfraktionen geschnitten werden, wobei aus G8M5 (2.1.9.4.3, S.72)
zwei dimere Proanthocyanidine GBM5H1 (55) und G8M5H2 (56) und aus GBM7 (2.1.9.4.4, S.73)
eine dimeres Proanthocyanidin GBM7H3 (57) mittels préparativer RP-18-HPLC isoliert werden
konnten.
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366 nm Tageslicht/VH
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Abbildung 31 Ubersichts-DC der generierten Fraktionen nach der GPC der Fraktion G8 an MCI-Gel® CHP20P; G8, G8M1-11 (1-
11); Detektion bei 366 nm (links) und bei Tageslicht nach Derivatisierung mit VH (rechts). Konzentration: 25 mg/ml;
Auftragungsmenge: G8: 5 pl, sonst 2 pl; FlieBmittel: EtOAc:H20:FA:AA (100:26:11:11).

3.1.5.1.4 Fraktionierung von G9

Fraktion G9 (630,0 mg) wurde mittels GPC an MCI-Gel® CHP20P weiter aufgetrennt (2.1.9.3.3,
S.67). Dabei konnten zehn Unterfraktionen geschnitten werden, wobei GO9M4 (58) bereits isoliert
vorlag. Mit der préparativen RP-18-HPLC konnten aus der Fraktion GOM6 (2.1.9.4.5, S.73)
GI9M6H2 (59), aus der Fraktion GOM8 (2.1.9.4.6, S.74) GOMBH1 (62) und aus der Fraktion GOM9
(2.1.9.4.7, S.75) GOMIH2 (34) isoliert werden.

366 nm Tageslicht/\VH

G9 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 69 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abbildung 32 Ubersichts-DC der generierten Fraktionen nach der GPC der Fraktion G9 an MCI-Gel® CHP20P; G9, GO9M1-10 (1-
10); Detektion bei 366 nm (links) und bei Tageslicht nach Derivatisierung mit VH (rechts). Konzentration: 25 mg/ml;
Auftragungsmenge: G9: 5 pl, sonst 2 pl; FlieBmittel: EtOAc:H20:FA:AA (100:26:11:11).

3.1.5.1.5 Fraktionierung von G10

Fraktion G10 (471,9 mg) wurde mittels GPC an MCI-Gel® CHP20P weiter aufgetrennt (vgl.
2.1.9.3.4, S.68). Dabei konnten 13 Unterfraktionen generiert werden, wobei leider nur G10M7
(83,0 mg) genugend Auswaage aufwies, um Einzelsubstanzen in ausreichender Menge fir die
Strukturaufklarung zu erhalten. Mittels RP-18-HPLC konnten, wie in 2.1.9.4.8 (S.75) beschrieben,
G10M7H1 (60) und G10M7H2 (63) isoliert werden.
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3.1.5 Isolierung von Einzelsubstanzen aus dem n-BuOH-Extrakt

366 nm Tageslicht/AS
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Abbildung 33 Ubersichts-DC der generierten Fraktionen nach der GPC der Fraktion G10 an MCI-Gel® CHP20P; G10, G10M1-
13 (1-13); Detektion bei 366 nm (links) und bei Tageslicht nach Derivatisierung mit VH (rechts). Konzentration: 25 mg/ml;
Auftragungsmenge: G10: 5 pl, sonst 2 ul; FlieBmittel: EtOAc:H20:FA:AA (100:26:11:11).

3.1.5.1.6 Fraktionierung von G11

Fraktion G11 (328,0 mg) wurde mittels GPC an MCI-Gel® CHP20P weiter aufgetrennt (2.1.9.3.5,
S.69). Dabei konnten zehn Unterfraktionen generiert werden, wovon allerdings nur G11M7
(64,8 mg) ausreichend gut vorgereinigt war und genligend Auswaage besa3, um mit Hilfe einer
praparativen RP-18-HPLC (2.1.9.4.9, S.76) G11M7H1 (61) zu isolieren.

366 nm Tageslicht/AS

YOV |

P . e e e . .
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Abbildung 34 Ubersichts-DC der generierten Fraktionen nach der GPC der Fraktion G11 an MCI-Gel® CHP20P; G11, G11M1-
10 (1-10); Detektion bei 366 nm (links) und bei Tageslicht nach Derivatisierung mit VH (rechts). Konzentration: 25 mg/ml;
Auftragungsmenge: 5 pl; FlieBmittel: EtOAc:H20:FA:AA (100:26:11:11).
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Abbildung 35 Isolierungsschema der aus der Gerbstofffraktion isolierten Verbindungen; I: GPC an Sephadex LH-20, II: GPC an MCI-
Gel, I1I: RP18-HPLC, IV: NP-Diol-HPLC.
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3.2.1 Phenolische Verbindungen

3.2 Strukturaufklarung der isolierten Verbindungen

Im folgenden Kapitel sind die unter 2.1.7-2.1.9 beschriebenen isolierten Verbindungen
zusammengefasst. Dabei sind die Bezeichnung der Fraktion bzw. der Fraktionen (falls die
entsprechende Verbindung mehrmals isoliert wurde) sowie deren Auswaagen und der Verweis auf
den entsprechenden Isolierungsteil angegeben. Des Weiteren sind die gemessenen
spektroskopischen und -metrischen Daten aufgefiihrt. Unter ,,Bemerkungen® werden die zum
Strukturnachweis bendtigten Literaturstellen bzw. die wichtigsten spektroskopischen Daten - die
zur Strukturaufklarung relevant waren - kurz diskutiert. Die Substanzen sind grob in phenolische
Verbindungen, Terpene und sonstige Verbindungen eingeteilt, wobei die einzelnen

Substanzklassen noch weiter unterteilt wurden.

3.2.1 Phenolische Verbindungen
3.2.1.1 Juglone (Naphtochinone)

3.2.1.1.1 2-Methoxyjuglon (1)

Fraktionen: D1+2K6H1 (1,6 mg, 2.1.7.4.3, S.25) und D1+2K7H4 (1,4 mg, 2.1.7.4.4, S.26)
Aussehen: orange-rotes Pulver

UV Amax: 240 nm, 280 nm, 410 nm

Positive ESI-HRMS: [M+H]" m/z 205,0497 (berechnet: C11H9O4, 205,0495)

'H-NMR (400 MHz, CDCls, 298 K): 61 6,11 (1H, s, H-3), 64 7,28 (1H, dd, J = 8,4; 1,1 Hz, H-6),
647,58 (1H, t, 3 =7,9 Hz, H-7), 84 7,68 (1H, dd, J =7,5; 1,1 Hz, H-8), &+ 12,23 (1H, s, 5-OH),
o1 3,92 (3H, s, 2-OCHs)
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Schwindl, D1+2K6H1, CDCI3
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Abbildung 36 Ausschnitt aus dem HMBC Spektrum von 1.
Gezeigt ist die 3Jnc Kopplung zwischen H-8 und C-1.

3.2.1.1.2 3-Methoxyjuglon (2)

Fraktion: D1+2K7H5 (2,9 mg, 2.1.7.4.4, S.26)
Aussehen: orange-rotes Pulver

UV Amax: 240 nm, 280 nm, 410 nm

13C-NMR (100 MHz, CDCls, 298 K): & 179,4
(C-1), & 161,1 (C-2), & 109,5 (C-3), & 190,8
(C-4), & 114,2 (C-4a), & 161,1 (C-5), & 125,3
(C-6), & 135,5 (C-7), & 119,6 (C-8), & 131,1
& (C-8a), & 56,7 (2-OCHs)

Die NMR Daten sind

konsistent mit Jang et al. (2018), allerdings sind

Bemerkungen:

in der Literatur die Protonen H-6 und H-8
falsch zugeordnet, da nur H-8 (o 7,68) eine
3Juc Kopplung mit dem Carbonylkohlenstoff
C-1 (&c 179,4) aufweist (Abbildung 36). Der
Abstand fiir eine *Juc Fernkopplung von H-6
C-1

unwahrscheinlich und konnte auch nicht

zum Carbonylkohlenstoff ist

beobachtet werden.

Positive ESI-HRMS: [M+H]" m/z 205,0496 (berechnet: C11HyO4, 205,0495)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): & 6,24 (1H, s, H-2), 4 7,27 (1H, dd, J = 7,7; 1,9 Hz, H-
6), &1 7,63 (1H, t, J = 7,8 Hz, H-7), &4 7,61 (1H, m, H-8), &4 3,92 (3H, s, 3-OCHs)

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 180,5 (C-1), & 110,5 (C-2), & 162,8 (C-3), & 192,4
(C-4), & 115,4 (C-4a), & 162,2 (C-5), & 125,7 (C-6), & 136,6 (C-7), & 120,0 (C-8), & 132,7

(C-8a), & 57,4 (3-OCHs)
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3.2.1 Phenolische Verbindungen

Bemerkungen: Die NMR Daten sind konsistent mit Khalafy und Bruce (2002).

3.2.1.1.3 4-O-p-D-[67-0-(37",4"",5"-Trihydroxybenzoyl)]-glucopyranosyl-1,4,5-
trihydroxynaphtalen (3)

Fraktion: G7TH4H4 (8,5 mg, 2.1.9.4.2, S.71)
Aussehen: braunes Pulver

UV Amax: 280 nm, 325 nm, 340 nm

[a]zlf = 72,6 (c 1,01 in MeOH)

CD (c 1,75 X 10* M in MeOH) A& (nm): -11,58 (213), 0,95 (227), -1,17 (236), 0,44 (264), 0,69
(343)

Positive ESI-HRMS: [M+H]" m/z 491,1183 (berechnet: C23H23012, 491,1184)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &+ 6,47 (1H, d, J = 8,3 Hz, H-2), 847,14 (1H, d, J = 8,4 Hz,
H-3), &4 6,78 (1H, dd, J=7,7; 0,8 Hz, H-6), &1 7,24 (1H, t, J= 8,0 Hz, H-7), &1 7,62 (1H, dd,
J=83; 0,8 Hz, H-8), 64 4,93 (1H, d, J = 7,8 Hz, H-1"), &+ 3,56 (1H, dd, J = 8,4; 8,4 Hz, H-2"),
43,50 (LH, dd, J = 8,8; 8,8 Hz, H-3"), & 3,47 (1H, dd, J = 9,1; 9,1 Hz, H-4"), & 3,79 (1H, ddd,
1=9,3;73; 2,1 Hz, H-5), &4 4,49 (1H, dd, J = 11,8; 7,2 Hz, H-6a), &4 4,63 (1H, dd, J = 11,8;
2,1 Hz, H-6b"), 647,16 (1H, s, H-2""), 34 7,16 (1H, s, H-6"")

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 150,5 (C-1), & 108,3 (C-2), & 113,3 (C-3), & 148,6
(C-4), & 117,7 (C-4a), & 154,7 (C-5), & 112,1 (C-6), & 127,1 (C-7), & 114,6 (C-8), & 128,9
(C-8a), & 105,3 (C-1"), & 75,1 (C-2"), & 78,2 (C-3°), & 71,9 (C-4), & 76,1 (C-5), & 64,9 (C-
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6), & 121,4 (C-17), & 110,3 (C-2), & 146,6 (C-3"), & 140 (C-4""), & 146,6 (C-57), & 110,3
(C-67), & 168,2 (C-77)

Bemerkungen: Die NMR Daten sind konsistent mit Joe et al. (1996). Allerdings sind in der
Literatur die Werte fir C-2 und C-3 falsch zugeordnet. Aufgrund eines NOE-Signals zwischen
dem anomeren Proton der Glucose (4 6,47) und dem Proton bei o4 7,14 wurde diesem die Position
H-3 zugeordnet. Unterstreichen lieB sich die These durch *Juc-Kopplungen zwischen H-3 und C-
4a bzw. H-2 und C-8a im HMBC Experiment (Abbildung 37).

Schwindl, GTH4H4 (8.5mg/0.6ml CD3OD)
Schwindl, GTH4H4 (8.5mg/0.6ml CD30D) HMBC
Noesy |

|
H-1"

H-3 H-6 H-2
m ¥ m 1

PP ppm
F114

F7.11
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L7142 C-d4a — ) Li1s
120
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H-3 i F714 124
b71s 126
128

L7.16 C-8a ——

130
P77 132
748 134
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7.19
138
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5.4 53 5.2 54 50 49 .| 48 ppm 71 70 69 68 67 66 65 64 ppm

Abbildung 37 Ausschnitte des NOESY - (links) und HMBC- (rechts) Spektrum von 3. Zu sehen ist die NOE Kopplung zwischen
H-3 und H-1" (links) bzw. die 3Juc-Kopplungen zwischen H-3 und C-4a sowie zwischen H-2 und C-8a im HMBC Experiment.

3.2.1.14 4-O-p-D-Glucopyranosyl-1,4-dihydroxynaphtalen (4)

Fraktion: SSM4H7 (2,9 mg, 2.1.8.5.26, S.59)
Aussehen: braunes Pulver
UV Amax: 234 nm, 305 nm
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3.2.1 Phenolische Verbindungen

[a]ZD5 = -41,4 (c 0,36 in MeOH)

CD (c 1,8 x 10 M in MeOH) Ae (nm): 0,66 (201), -2,44 (210), -2,35 (218), -1,45 (225), 0,91
(263)

Negative ESI-HRMS: [M-H] m/z 321,0990 (berechnet: C16H1707, 321,0980)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &+ 6,70 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-2), 67,09 (1H, d, J = 8,2 Hz,
H-3), 648,12 (1H, dd, J = 1,9; 7,1 Hz, H-5), &4 7,44 (1H, ddd, J = 1,2; 6,7; 14,1 Hz, H-6), &+ 7,42
(1H, ddd, J = 1,3; 6,9; 13,2 Hz, H-7), 4 8,32 (1H, dd, J = 1,5; 7,2 Hz, H-8), o4 4,91 (1H, d, J = 7,9
Hz, H-1), &+ 3,59 (1H, dd, J = 8,0; 8,9 Hz, H-2"), & 3,47 (1H, dd, J = 8,8; 8,8 Hz, H-3"), &+ 3,43
(1H, dd, J=9,5; 9,5 Hz, H-4"), &4 3,41 (1H, dd, J = 1,8; 4,7 Hz, H-5"), 64 3,71 (1H, dd, J =5,2;
12,0 Hz, H-63°), &+ 3,89 (1H, dd, J = 1,9; 12,0 Hz, H-6b")

3C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 147,8 (C-1), & 108,1 (C-2), & 112,2 (C-3), & 149,8
(C-4), &c 128,5 (C-4a), oc 123,0 (C-5), &c 126,6 (C-6), oc 126,0 (C-7), &c 123,2 (C-8), & 126,9
(C-8a), &c 103,9 (C-17), &¢ 75,2 (C-27), &c 78,2 (C-37), &c 71,5 (C-47), &c 78,2 (C-57), &c 62,6 (C-
6)

Bemerkungen: Die *H-NMR Daten sind konsistent mit Miller und Leistner (1978). Der Drehwert

und das CD-Spektrum werden in der hier vorliegenden Arbeit zum ersten Mal fur diese

Verbindung beschrieben.

3.2.1.1.5 a-Hydrojuglon 4-glucosid
(4-O-p-D-Glucopyranosyl-1,4,5-trihydroxynaphthalen, 5)

HO. OH

HO\/*
3 > O
HO \

OH ©O

©)
Fraktionen: SSM4H9 (4,2 mg, 2.1.8.5.26, S.59), SSM5H5 (137,8 mg, 2.1.8.5.27, S.60)
Aussehen: braunes Pulver

UV Amax: 225 nm, 310 nm, 326 nm, 341 nm
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[aﬁf’ = 77,8 (c 1,15 in MeOH)

Negative ESI-HRMS: [M-H]" m/z 337,0937 (berechnet: C1H170sg, 337,0929)

IH-NMR (400 MHz, MeOD, 298 K): &+ 6,70 (1H, d, J = 8,3 Hz, H-2), 8+ 7,20 (1H, d, J = 8,3 Hz,
H-3), &+ 6,82 (1H, dd, J = 7,6; 0,7 Hz, H-6), &4 7,26 (1H, dd, J = 8,0; 8,0 Hz, H-7), & 7,66 (LH,
dd, J=8,4; 0,6 Hz, H-8), & 4,99 (1H, d, J = 7,4 Hz, H-1"), &+ 3,57 (1H, dd, J = 8,2; 8,2 Hz, H-
2°), 543,50 (1H, dd, J = 8,7; 8,7 Hz, H-3"), 6x 3,46 (1H, m, H-4"), &4 3,46 (1H, m, H-5), &4 3,93
(1H, brd, J = 11,9 Hz, H-6a"), & 3,75 (1H, dd, J = 11,7; 3,5 Hz, H-6b")

13C-NMR (100 MHz, MeOD, 298 K): & 149,1 (C-1), & 107,0 (C-2), & 111,6 (C-3), & 147,2
(C-4), & 153,3 (C-4a), & 110,8 (C-5), & 125,8 (C-6), & 113,3 (C-7), & 127,5 (C-8), & 116,4
(C-8a), & 103,9 (C-1"), & 73,7 (C-2°), & 76,8 (C-3'), & 69,9 (C-4'), & 77,2 (C-5), & 61,1 (C-
6)

Bemerkungen: Die NMR Daten und der Drehwert sind konsistent mit Ellendorff et al. (2015)
bzw. mit Daglish (1950; [a]p = -52,5).

3.2.1.2 Tetralone

3.2.1.2.1 (4R)- und (4S)-5-Hydroxy-4-methoxy-a-tetralon (6a/6b)

OH OCH; OH OCH,

(O
@)
6b

6a

Fraktion: D1+2K7H2 (1,2 mg, 2.1.7.4.4, S.26)

Aussehen: weilles Pulver

UV Amax: 215 nm, 260 nm, 320 nm

[a]ZD6 = -1,8(c 0,15 in MeOH)

CD (¢ 2,5x 10 M in MeOH) A (nm): 0,43 (210), -0,11 (217), 0,22 (239), -0,04 (269), 0,25 (317),
0,17 (342)

Negative ESI-HRMS: [M-H]" m/z 191,0713 (berechnet: C11H1103, 191,0714)
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3.2.1 Phenolische Verbindungen

LH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &4 2,46 (1H, m, H-2a), &4 2,91 (1H, m, H-2b), &4 2,07 (1H,
m, H-3), &4 2,46 (1H, m, H-3b), &+ 4,91 (1H, t, J = 3,3 Hz, H-4), & 7,07 (1H, dd, J =8,2; 1,0
Hz, H-6), 6u 7,27 (1H, t, J = 7,9 Hz, H-7), &4 7,45 (1H, dd, J = 7,7; 0,8 Hz, H-8), 3,43 (3H, s, 4-

OCHz)

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 200,8 (C-1), & 33,6 (C-2), & 27,7 (C-3), & 70,4 (C-4),
oc 130,1 (C-4a), & 157,0 (C-5), & 121,6 (C-6), oc 130,4 (C-7), oc 118,8 (C-8), o&c 134,3 (C-8a),

oc 57,1 (4-OCHg)

Bemerkungen: Da es sich hier um ein Enantiomerengemisch handelt, wurde mittels chiraler

HPLC eine analytische Enantiomerentrennung vorgenommen (2.1.10, S.77). Wie in Abbildung 38

zu sehen ist, lag ein Enantiomer (tr: 28,1 min) zu ~ 54 %, das andere (tr: 42,4 min) zu ~ 46 % vor.

Beim Vergleich des gemessen Drehwertes mit den Literaturdaten (Machida et al. 2005, 4S:

[a]lp =50,0; 4R: [a]p = -50,0) kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei dem in leichtem

Uberschuss vorliegendem Enantiomer um das 4R Enantiomer handelt. AuBerdem ist im CD-

Spektrum ein negativer und ein positiver Cotton-Effekt bei 217 nm bzw. 342 nm sichtbar, was auf
einen Uberschuss des 4R-Enantiomers hindeutet (Machida et al. 2005). Die NMR Daten sind

ebenfalls konsistent mit Machida et al. (2005).

810685 28,087 53,519

704088 42433 46481

25 a0 3 40 45 a0
minutes

Abbildung 38 Chromatogrammausschnitt der Trennung der
Enantiomere 6a/6b bei 250 nm; Methode vgl. 2.1.10, S.77.

3.2.1.2.2 (4R)- und (4S)-5,8-Dihydroxy-4-methoxy-a-tetralon (7a/7b)

OH OCH; OH OCH;

5 4
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3 Ergebnisse

Fraktion: D1+2K7H3 (1,3 mg, 2.1.7.4.4, S.26)

Aussehen: braunes Pulver

UV Amax: 225 nm, 265 nm, 370 nm

Negative ESI-HRMS: [M-H]" m/z 207,0665 (berechnet: C11H1104, 207,0663)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &+ 2,48 (1H, dg, J = 17,6;
2,3 Hz, H-2a), 64 2,97 (1H, m, H-2b), &4 2,05 (1H, tq, J = 13,8;
2,4 Hz, H-3a), 642,41 (1H, m, H-3b), 614,89 (1H, t, J=2,9
Hz, H-4), 346,77 (1H, d, J=8,9 Hz, H-6), 417,07 (1H, d,
J =89 Hz, H-7), 34 3,4 (3H, 5, 4-OCHs)

802929 19233 50,284

TI38T3 22427 49,716

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 206,7 (C-1), & 33,7
(C-2), & 27,8 (C-3), & 70,3 (C-4), & 116,7 (C-4a), & 1485
" - = 7 (C-5), & 119,2 (C-6), & 1264 (C-7), & 157 (C-8), & 127,7

minutes
Abbildung 39 Chromatogrammausschnitt  (C-8a), ¢c 57,0 (4-OCHy)
der Trennung der Enantiomere 7a/7b bei
250 nm; Methode vgl. 2.1.10, S.77.

Bemerkungen: Da es sich hier um ein
Schwindl, DHEK?I‘IE-?N(‘[‘EE‘I Amg/0.6ml MeOD)

Enantiomerengemisch handelt, wurde mittels

T '776 chiraler HPLC eine analytische

ppm

Enantiomerentrennung vorgenommen (2.1.10,

105

: S.77). Wie in Abbildung 39 zu sehen ist, lagen

-110

beide Enantiomere (tr: 19,2 min und 22,4 min)

r115

zu annahernd jeweils gleichen Teilen vor. Die
NMR Daten sind konsistent mit Machida et al.

r120

_ 1 | ¥ (2005), wobei in der Literatur die Signale fiir

C-8a —=

' C-6 und C-7 falsch zugeordnet worden sind.

s Grund zu dieser Annahme lieferten die 3Juc-

L4 Kopplungen zwischen H-6 und C-4a bzw. H-7
7.‘4 7!3 '.'12 ?.‘1 7!0 6:9 sfs 617 6.‘6 6.‘5 ppm

Abbildung 40 Ausschnitt aus dem HMBC Spektrum von und C-8a im HMBC EXpe“ment (Abblldung

7a/7b. Gezeigt sind die 3Jxc Kopplungen zwischen H-6 und C- 40
4a bzw zwischen H-7 und C-8a. )
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3.2.1 Phenolische Verbindungen

3.2.1.23 (4R)- und (4S)-4-Hydroxy-a-tetralon (8a/8b)

OH OH

8a 8b

Fraktionen: D1+2K9H1 (1,6 mg, 2.1.7.4.6, S.28), D1+2K10H2 (4,5 mg, 2.1.7.4.7, S.29)
Aussehen: weiles Pulver

UV Amax: 250 nm, 285 nm

[a]2D6 = -19,9 (¢ 0,20 in MeOH)

CD (c 2,5 x 10* M in MeOH) A& (nm): 0,53 (202), -1,75 (215), -0,28 (255), -0,36 (289)
Positive ESI-HRMS: [M+H]* m/z 163,0753 (berechnet: C10H1102, 163,0754)
Positive APCI-MS: [M+H]* m/z 163,0752 (berechnet: C10H1102, 163,0754)

IH-NMR (600 MHz, CDCls, 298 K): &4 2,96 (1H, dquint, J = 17,3; 4,0 Hz, H-2a), &4 2,63 (1H,
dquint, J = 17,3; 4,8 Hz, H-2b), & 2,42 (1H, m, H-3a), &4 2,20 (1H, m, H-3b), & 5,00 (1H, g,
J=4,0 Hz, H-4), 4 7,61 (1H, m, H-5), & 7,61 (1H, m, H-6), & 7,44 (1H, m, H-7), &4 8,04 (1H,
d,J=7,7 Hz, H-8)

13C-NMR (150 MHz, CDCls, 298 K): & 197,3 (C-1), & 35,1 (C-2), & 32,1 (C-3), & 67,9 (C-4),
& 145,2 (C-44), & 127,0 (C-5), & 134,1 (C-6), & 128,4 (C-7), & 127,2 (C-8), & 131,2 (C-8a)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): & 2.62* (1H, ddd, J = 17,4; 9,9; 4,7 Hz, H-2a), & 2.86*
(1H, ddd, J = 17,4; 7,2; 4,5 Hz, H-2b), &+ 2,11 (1H, m, H-3a), &+ 2,35 (1H, m, H-3b), &u 4,91 (1H,
dd, J = 8,2; 4,0 Hz, H-4), 547,64 (1H, m, H-5), &4 7,64 (1H, m, H-6), &+ 7,41 (1H, ddd, J = 7,9;
5,8; 2,4 Hz, H-7), &4 7,94 (1H, brd, J = 7,9 Hz, H-8)

* mit Deuterium ausgetauscht

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 200,0 (C-1), & 35,7 (C-2), & 33,0 (C-3), & 68,2 (C-4),
& 148,0 (C-4a), & 128,6 (C-5), & 135,2 (C-6), & 129,0 (C-7), & 127,6 (C-8), & 132,4 (C-8a)
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3 Ergebnisse

Bemerkungen: Da es sich hier um ein Enantiomerengemisch handelt, wurde mittels chiraler

2=}
&
=
=
3
—
=
~
=
o3
[ts}
=T
=~
el
&

4777591 34,753 655

) a0 35_ 40 45
minutes

Abbildung 41  Chromatogramm-

ausschnitt ~ der  Trennung  der

Enantiomere 8a/8b bei 250 nm;

Methode vgl. 2.1.10, S.77.

HPLC eine analytische Enantiomerentrennung vorgenommen
(2.1.10, S.77). Wie in Abbildung 41 zu sehen ist, lag ein
Enantiomer (tr: 34,8 min) zu ~ 66 %, das andere (tr: 37,8 min) zu
~ 34 % vor. Der Vergleich des gemessenen Drehwertes mit den
Literaturdaten (4R: [a]o = -35,5) von Joly und Nair (2001) deutet
auf einen Uberschuss des 4R Enantiomers hin. Im Gegensatz dazu
fiihrte ein Vergleich der CD-spektroskopischen Daten (positiver
Cotton-Effect bei 202 nm, negative Cotton-Effekte bei 215 nm,
255 nm und 289 nm) mit den Literaturdaten von Machida et al.
(2005) zu dem Schluss, dass es sich eher um einen Uberschuss des
4S Enantiomers handelt. Die in CDClz gemessenen NMR Daten
sind konsistent mit Joly und Nair (2001). Wie bei anderen
Tetralonen beobachtet, kommt es bei einer NMR Messung in
MeOD zu einem Austausch der Protonen an C-2 mit Deuterium.
Die Protonen waren zuvor bei einem 300 MHz !H-NMR
Experiment noch sichtbar, da sie fur kiirzere Zeit in protischem,

deuteriertem Losungsmittel gelost waren.

3.2.1.24 (R)-(-)-Regiolon und (S)-(+)-Isoscleron ((4R)- und (4S)-4,8-Dihydroxy-a-
tetralon, 9a/9b)

OH O
9a

OH OH
6 : 3
7 2
OH O
9b

Fraktionen: D1+2K9H2 (16,3 mg, 2.1.7.4.6, S.28), D1+2K10H3 (6,6 mg, 2.1.7.4.7, S.29)

Aussehen: weilles Pulver

UV Amax: 260 nm, 335 nm

24

[@®¥ = 1,4(c1,63in MeOH)

D

CD (c 2,5 x 10* M in MeOH) A& (nm): 7,98 (213), -0,69 (232), -2,72 (256)

Positive ESI-HRMS: [M+H]" m/z 179,0705 (berechnet: C1oH1103, 179,0703)
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3.2.1 Phenolische Verbindungen

IH-NMR (400 MHz, CDCls, 298 K): &4 2,99 (1H, dquint, J = 17,8; 4,3 Hz, H-2a), &4 2,64 (1H,
dquint, J = 17,8; 4,3 Hz, H-2b), & 2,18 (1H, m, H-3a), &4 2,33 (1H, m, H-3b), &4 4,90 (1H, g,
J=37Hz, H-4), 87,01 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-5), &4 7,48 (1H, t, J = 8,0 Hz, H-6), 346,91 (1H,
d, J = 8,4 Hz, H-7)

13C-NMR (100 MHz, CDCls, 298 K): & 204,3 (C-1), & 34,6 (C-2), & 31,2 (C-3), & 67,7 (C-4),
& 1453 (C-4), & 117,7 (C-5), & 137,0 (C-6), & 117,8 (C-7), & 145,9 (C-8), & 117,4 (C-8a)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &4 2.67* (1H, ddd, J = 17,8; 9,2; 4,8 Hz, H-2a), & 2.89*
(1H, ddd, J = 17,6; 7,5; 4,6 Hz, H-2b), &4 2,10 (1H, m, H-3a), &4 2,28 (1H, m, H-3b), &4 4.84**
(1H, m, H-4), &4 7,06 (1H, d, J = 7,4 Hz, H-5), 64 7,50 (1H, t, J = 8,0 Hz, H-6), &u 6,84 (1H, d,
J=8,3Hz, H-7)

* mit Deuterium ausgetauscht, ** Gberlappt mit Lésungsmittelsignal

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 206,3 (C-1), & 37,2 (C-2), & 32,4 (C-3), & 68,2 (C-4),
& 148,6 (C-4a), & 118,8 (C-5), & 137,9 (C-6), & 117,7 (C-7), & 163,6 (C-8), & 116,5 (C-8a)

Bemerkungen: Da es sich hier um ein Enantiomerengemisch handelt,
wurde mittels chiraler HPLC eine analytische Enantiomerentrennung
vorgenommen (2.1.10, S.77). Wie in Abbildung 42 zu sehen ist, liegt

ein Enantiomer (tr: 28,3 min) in sehr starkem Uberschuss zum

anderen (tr: 30,7 min) vor. Der Vergleich des gemessen Drehwertes
mit den Literaturdaten (4S: [a]p =24,5; 4R: [@]po =-26,0) von
Machida et al. (2005) deutet auf einen Uberschuss des 4S

Enantiomers hin, auch wenn der gemessene Drehwert sehr klein ist.

#0080 30,720 13,170

Der Vergleich der CD-spektroskopischen Daten (positiver Cotton-
Effekt bei 213 nm und negativer Cotton-Effekt bei 256 nm) mit den

Literaturdaten von Machida et al. (2005) untermauert die These des

Uberschusses des 4S Enantiomers. Die in CDCls gemessenen **C-

7780349 28,292 86830

NMR Spektren sind konsistent mit den Daten bei Talapatra et al.

25 35 40

30

minutes (1988) und die in MeOD aufgenommenen H- und *C-NMR
Abbildung 42 Chromatogramm- o . .

ausschnitt der Trennung der Spektren sind identisch mit den Daten von Kokubun et al. (2003).
Enantiomere von 9a/9b  bei

250 nm; Methode vgl. 2.1.10, S.77.
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3 Ergebnisse

3.2.1.25 (4R)- und (4S)-4,5-Dihydroxy-a-tetralon (10a/10b)

OH OH

Fraktionen: D1+2K10H1 (5,2 mg, 2.1.7.4.7, S.29), D1+2K11H1 (1,2 mg, 2.1.7.4.8, S.29)
Aussehen: braunes Pulver

UV Amax: 220 nm, 260 nm, 320 nm

[a]2D5 = -16,6 (c 0,63 in MeOH)

Positive ESI-HRMS: [M+H]* m/z 179,0702 (berechnet: C10H1103, 179,0703)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &4 2,24 (1H, m, H-2a), &x 2,24 (1H, m, H-2b), &4 2,51 (1H,
ddd, J =17,1; 5,8; 4,7 Hz, H-3a), 4 2,94 (1H, dquart, J = 17,0; 5,3 Hz, H-3b), &4 5,28 (1H, t,
J=4,4Hz, H-4), 87,05 (1H, dd, J = 7,8; 0,8 Hz, H-6), &4 7,24 (1H, t,
J=79Hz, H-7), 647,43 (1H, d, J = 7,8 Hz, H-8)

4685231 9,620 72566

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 200,6 (C-1), & 34,7 (C-2), &
31,8 (C-3), & 63,6 (C-4), & 118,4 (C-4a), & 157,5 (C-5), & 122,1 (C-
6), & 130,0 (C-7), & 118,4 (C-8), & 133,8 (C-8a)

Bemerkungen: Da es sich hier um ein Enantiomerengemisch handelt,

1771239 16460 27434

wurde mittels chiraler HPLC eine analytische Enantiomerentrennung
vorgenommen (2.1.10, S.77). Wie in Abbildung 43 zu sehen ist, lag ein

Enantiomer (tr: 9,6 min) zu ~ 73 %, das andere (tr: 16,5 min) zu ~ 27 %

e w w % s vor, Der Vergleich des gemessenen Drehwertes mit dem Literaturdaten
minutes

Abbildung 43 Chro- (4S: [a]p =-30) von Suzuki et al. (1968) deutet auf einen Uberschuss

matogrammausschnitt der

Trennung der Enantiomere von  des 4S Enantiomers hin. Die NMR Daten sind konsistent mit Suzuki et

10a/10b bei 250 nm; Methode

vgl. 2.1.10, S.77. al. (1968).
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3.2.1 Phenolische Verbindungen

3.2.1.2.6

(4R)- und (4S)-4,5,8-Trihydroxy-a-tetralon (11a/11b)

OH OH OH OH
OH O OH O
11a 11b

Fraktionen: D1+2K10H2 (4,5 mg, 2.1.7.4.7, S.29), D1+2K11H3 (0,7 mg, 2.1.7.4.8, S.29)

Aussehen: schwarz-braunes Pulver

UV Amax: 240 nm, 290 nm, 370 nm

o’y =

7.1 (c 0,56 in MeOH)

CD (¢ 2,5 x 10* M in MeOH) A& (nm): -5,05 (211)

Positive ESI-HRMS: [M+H]" m/z 195,065 (berechnet: C10H1104, 195,0652)

'H-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): & 2.54* (1H, ddd, J =17,5; 5,1; 5,1 Hz, H-2a), &4 2.98*

2288205 10,073 33,184

783366 13,592 11,360
605003 15307 8774

o 15 20 2
minutes

Abbildung 44 Chro-
matogrammausschnitt der
Trennung der Enantiomere von
11a/11b bei 250 nm; Methode
vgl. 2.1.10, S.77.

(1H, ddd, J = 17,5; 9,3; 6,7 Hz, H-2b), &n 2,18 (2H, m, H2-3), &4 5,25
(1H, dd, J = 4,4; 4,4 Hz, H-4), 647,05 (1H, d, J = 9,1 Hz, H-6), & 6,74
(1H, d, J = 8,9 Hz, H-7)

* mit Deuterium ausgetauscht

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 206,6 (C-1), & 33,9 (C-2), &
31,3 (C-3), & 63,3 (C-4), & 129,7 (C-4a), & 148,8 (C-5), & 126,8 (C-
6), & 118,6 (C-7), & 156,7 (C-8), & 116,4 (C-8a)

Bemerkungen: Da es sich hier um ein Enantiomerengemisch handelt,
wurde mittels chiraler HPLC eine analytische Enantiomerentrennung
vorgenommen (2.1.10, S.77). Wie in Abbildung 44 zu sehen ist, lag ein
Enantiomer (tr: 9,3 min) zu ~ 47 %, das andere (tr: 10,1 min) zu ~ 33 %
vor. Ebenfalls ist eine Verunreinigung mit (4R)- und (4S)-4-Hydroxy-a-
tetralon D1+2K9H1 (8a/8b) zu sehen. Der Vergleich des gemessenen
Drehwertes mit den Literaturdaten (4S: [a]o =12,0) von Liu et al.
(2004a) deutet auf einen Uberschuss des 4S Enantiomers hin. Auch die
NMR Daten sind konsistent mit Liu et al. (2004a).
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3 Ergebnisse

3.2.1.2.7 Juglanosid A ((4S)-4-Hydroxy-a-tetralon 4-O-f-D-glucopyranosid, 12)

HO. OH

HOJ\)®
3 \ O
HO \y

Fraktion: S3F3M4H2 (7,9 mg, 2.1.8.5.18, S.53)
Aussehen: weilles Pulver

UV Amax: 250 nm, 291 nm

e = -754(c 0,99 in MeOH)

CD (c 1,8 x 104 M in MeOH) Ae (nm): -4,57 (210), 1,54 (227), -1,84 (248), -1,51 (255), 0,26
(271)

Negative ESI-HRMS: [M-H]" m/z 323,1142 (berechnet: C16H1907, 323,1136)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &u 2,59 (1H, ddd, J = 17,6; 6,7; 4,7 Hz, H-2a), on 3,04 (1H,
ddd, J = 17,7; 9,7; 4,9 Hz, H-2b), &+ 2,36 (1H, m, H-3a), &4 2,43 (1H, dddd, J = 13,4; 9,8; 4,6; 3,6
Hz, H-3b), &+ 5,10 (1H, dd, J = 6,2; 3,4 Hz, H-4), & 7,71 (1H, d J = 7,7 Hz, H-5), 647,62 (1H,
dt, J=7,5; 1,4 Hz, H-6), &4 7,46 (1H, dt, = 7,6; 1,1 Hz, H-7), 64 7,97 (1H, dd, J = 7,8; 1,2 Hz,
H-8), 644,37 (1H, d, J = 7,7 Hz, H-1"), &4 3,24 (1H, dd, J = 8,2; 8,2 Hz, H-2"), &4 3,30 (1H, m,
H-3"), 643,29 (1H, m, H-4"), & 3,29 (1H, m, H-5"), & 3,93 (1H, dd, J = 11,9; 1,3 Hz, H-6a),
43,70 (1H, m, H-6b")

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 200,2 (C-1), & 35,3 (C-2), & 31,4 (C-3), & 74,9 (C-4),
& 143,8 (C-4a), & 130,3 (C-5), & 134,8 (C-6), & 129,8 (C-7), & 127,9 (C-8), & 133 (C-8a), &
103,1 (C-1'), & 75,3 (C-2), & 78,2 (C-3"), & 71,8 (C-4), & 78,1 (C-5"), & 62,9 (C-6")

Bemerkungen: Die NMR Daten, das CD-Spektrum und der Drehwert sind konsistent mit Liu et
al. (2004a, [a]p = -77).
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3.2.1 Phenolische Verbindungen

3.2.1.2.8 Juglanosid B ((4S)-4,5-Dihydroxy-a-tetralon 4-O-f-D-glucopyranosid,
13)

Fraktion: S3F3M4H3 (61,8 mg, 2.1.8.5.18, S.53) und S4C3H3a (2,8 mg, 2.1.12.3, S.81)

Aussehen: weiles Pulver

UV Amax: 220 nm, 256 nm, 317 nm

[a] = -11,9(c 1,03 in MeOH)

CD (¢ 1,8 x 10 M in MeOH) Ae (nm): 6,41 (217), 0,55 (235), 0,29 (239), -0,72 (246), 0,50 (303),
-1,41 (338)

Negative ESI-HRMS: [M-H] m/z 339,1106 (berechnet: C16H190s, 339,1085)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): & 2,48 (1H, dt, J = 17,2; 3,3 Hz, H-2a), & 3,12 (1H, ddd,
J=17,5; 13,2; 4,5 Hz, H-2b), & 2,55 (1H, dg, J = 13,7; 3,7 Hz, H-34), 612,19 (1H, ddd, J = 13,6;
3,5: 3,1 Hz, H-3b), & 5,41 (1H, t, J = 2,7 Hz, H-4), 81 7,10 (1H, dd, J = 8,0; 1,0 Hz, H-6), &1 7,28
(1H, dd, J=7.,8; 0,7 Hz, H-7), 617,48 (1H, dd, J = 7,8; 0,7 Hz, H-8), 64,60 (1H, d, J = 7,9 Hz,
H-17), &4 3,18 (1H, m, H-2"), &4 3,34 (1H, m, H-3"), 843,31 (1H, m, H-4"), &: 3,34 (1H, m, H-5"),
513,91 (1H, d, J = 11,6 Hz, H-6a"), 53,73 (1H, m, H-6b"),

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 201,3 (C-1), & 34,2 (C-2), & 30,3 (C-3), & 70,0 (C-4),
& 129,9 (C-4a), & 157,1 (C-5), & 122,2 (C-6), & 130,8 (C-7), & 119,2 (C-8), & 134,6 (C-8a),
& 104,1 (C-1'), & 75,6 (C-2°), & 78,2 (C-3°), & 71,8 (C-4), & 78,3 (C-5"), & 62,9 (C-6")

Bemerkungen: Die NMR Daten, das CD-Spektrum und der Drehwert sind konsistent mit Liu et
al. (20044, [a]p = -13).
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3.2.1.29 Juglanosid D ((4S)-4,5,8-Trihydroxy-a-tetralon 4-0O-p-D-
glucopyranosid, 14)

Fraktion: S3F3M5H5H5 (18,4 mg, 2.1.8.5.20, S.55)
Aussehen: braunes Pulver

UV Amax: 230 nm, 260 nm, 365 nm

[a]D = -445(c 2,30 in MeOH)
CD (c 1,8 x 10* M in MeOH) As (nm): 7,55 (214), -2,54 (264), 0,04 (286), -1,13 (332)
Negative ESI-HRMS: [M-H]" m/z 355,1038 (berechnet: C1H1909, 355,1035)

IH-NMR (400 MHz, MeOD, 298 K): & 2,47* (1H, m, H-2a), &4 3,20% (1H, m, H-2b), &4 2,15
(1H, m, H-3a), &4 2,49 (1H, m, H-3b), &4 5,42 (1H, t, J = 3,0 Hz, H-4), 641 7,09 (1H, d, J = 9,0 Hz,
H-6), & 6,79 (1H, d, J = 9,0 Hz, H-7), &+ 4,54 (1H, d, J = 7,8 Hz, H-1"), &4 3,16 (1H, m, H-2"),
&43,32%% (1H, m, H-3"), &u3,32%* (1H, m, H-4"), & 3,32** (1H, m, H-5"), ou 3,72 (1H, dd,
J=4,7;11,9 Hz, H-63"), 643,90 (1H, dd, J = 1,7; 11,7 Hz, H-6b")

* mit Deuterium ausgetauscht, zuvor allerdings bei 300 MHz sichtbar; ** (berlappt mit

Losungsmittelsignal

13C-NMR (100 MHz, MeOD, 298 K): & 205,7 (C-1), & 32,5 (C-2), & 28,3 (C-3), & 67,7 (C-4),
& 115,4 (C-4a), & 147,2 (C-5), & 125,4 (C-6), & 118,0 (C-7), & 155,7 (C-8), & 126,0 (C-8a),
& 101,9 (C-1°), & 73,9 (C-2°), & 76,6 (C-3°), & 70,2 (C-4'), & 76,7 (C-5°), & 61,3 (C-6")

Bemerkungen: Die NMR Daten, das CD-Spektrum und der Drehwert sind konsistent mit Liu et
al. (2004a, [o]o =-45). Wie bei anderen Tetralonen beobachtet, kam es bei einer *H-NMR

Messung in MeOD zu einem Deuteriumaustausch der Protonen an C-2. Die Protonen waren zuvor
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3.2.1 Phenolische Verbindungen

bei einem 300 MHz *H NMR Experiment noch sichtbar, da sie fiir kiirzere Zeit in deuteriertem

Losungsmittel geldst waren.

3.2.1.2.10  Juglanosid E ((4S)-4,5,8-Trihydroxy-a-tetralon 5-O-p-D-
glucopyranosid, 15)

Fraktion: S3F3M5H5H4 (9,2 mg, 2.1.8.5.20, S.55)
Aussehen: beiges Pulver

UV Amax: 224 nm, 260 nm, 334 nm

[oz]zl;L = -48,7 (¢ 0,51 in MeOH)

CD (¢ 1,8x 10* M in MeOH) Ag(nm): 0,97 (215), -0,52 (232), 0,14 (238), -0,46 (268), 0,19 (286);
Negative ESI-HRMS: [M-H] m/z 355,1036 (berechnet: C16H1909, 355,1035)

IH-NMR (400 MHz, MeOD, 298 K): & 2,53* (1H, dt, J = 3,3; 17,5 Hz, H-2a), & 3,06* (1H,
ddd, J = 6,0; 12,2; 17,9 Hz, H-2b), &4 2,22 (2H, m, H2-3), 85,36 (1H, t, J = 3,2 Hz, H-4), &4 7,53
(1H, d, J=9,2 Hz, H-6), 646,87 (1H, d, J=9,1 Hz, H-7), 644,79 (1H, d, J=7,6 Hz, H-1),
843,52 (1H, dd, J = 8,3; 8,3 Hz, H-2"), 643,45 (1H, dd, J = 8,9; 8,9 Hz, H-3"), &4 3,39 (1H, m,
H-4'), 343,39 (1H, m, H-5"), &4 3,71 (1H, ddd, J=2,1; 3,0; 12,1 Hz, H-6a"), & 3,90 (1H, dd,
J=0,5; 11,1 Hz, H-6b")

*mit Deuterium ausgetauscht

13C-NMR (100 MHz, MeOD, 298 K): & 205,1 (C-1), & 31,8 (C-2), & 28,8 (C-3), & 59,9 (C-4),
& 114,8 (C-4a), & 147,5 (C-5), & 127,1 (C-6), & 117,6 (C-7), & 157,7 (C-8), & 1334 (C-8a),
& 103,1 (C-17), & 74,0 (C-2), & 76,6 (C-3°), & 69,9 (C-4°), & 77,0 (C-57), & 61,2 (C-6")
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Bemerkungen: Die NMR Daten, das CD-Spektrum und der Drehwert sind konsistent mit Liu et
al. (2004a, [o]o = -65). Wie bei anderen Tetralonen beobachtet, kommt es auch hier bei einer *H-
NMR Messung in MeOD zu einem Deuteriumaustausch der Protonen an C-2. Die Protonen waren
zuvor bei einem 300 MHz H NMR Experiment noch sichtbar, da sie fir kiirzere Zeit in

deuteriertem LOosungsmittel geldst waren.

3.2.1.2.11 Juglanosid J (Juglanosid B 6 -O-E-p-cumarat, 16)

Fraktion: S4C3H3 (72,7 mg, 2.1.8.5.24, S.58)
Aussehen: braunes Pulver
UV Amax (Ig €): 220 nm (4,63), 260 nm (4,08), 315 nm (4,48)

[aﬁ;‘ = 11,1 (c 1,04 in MeOH)

CD (c 1,8 x 10* M in MeOH) A& (nm): 11,83 (217), 3,27 (301), -2,72 (329)

Negative ESI-HRMS: [M-H] m/z 485,1467 (berechnet: C2sH25010, 485,1453)
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3.2.1 Phenolische Verbindungen

'H-NMR (400 MHz, MeOD, 298 K): &4 2,44 (1H, dt, J = 17,3; 3,3 Hz, H-2a), &4 3,09 (1H, ddd,

400
2200 p-Cumarsdure 5”““
2090 Juglanosid B {2000
1NOCI. E1I'K'ID
1600 | 1600
1-{00? 1400

% 1200 | 1200 %

)| W
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Abbildung 45 Ausschnitt aus dem HPLC Chromatogramms nach
der  milden  alkalischen  Hydrolyse wvon  16. Bei
tr 11,4 min eluiert Juglanosid B und bei tr 13,1 min die
abgespaltene Phenylpropansdure zeitgleich mit p-Cumarséure. E1:
EtOAc Fraktion; W: wassrige Phase; Methode vgl. 2.1.12.3, S.81.

J=17,6; 13,2; 4,6 Hz, H-2b), & 2,15 (1H,
ddt, J = 13,6; 4,0; 3,0 Hz, H-3a), 42,52 (1H,
m, H-3b), 645,40 (1H, t, J = 2,8 Hz, H-4), &4
7,10 (1H, dd, J =8,0; 1,0 Hz, H-6), & 7,28
(1H, t, J=7,9 Hz, H-7), &4 7,47 (1H, dd,
J=17,8:0,8Hz, H-8), 614,60 (1H, d, J=7,8
Hz, H-1'), & 3,21 (1H, dd, J=9,2; 7,8 Hz,
H-2), &u 3,372 (1H, m, H-3°), &4 3,37% (1H,
m, H-4"), &4 3,60 (1H, ddd, J=9,3; 6,4; 2,4
Hz, H-5"), &4 4,39 (1H, dd, J = 11,8; 6,3 Hz,

H-6a"), &4 4,53 (1H, dd, J = 11,8; 2,1 Hz, H-
6b"), &4 6,80 (1H, d, J=8,6 Hz, H-2""), &
7,46 (1H, d, J = 8,6 Hz, H-3"), &4 7,46 (1H,
d, J=8,6 Hz, H-57"), 816,80 (1H, d, J = 8,6
Hz, H-67), &4 7,69 (1H, d, J = 16,0 Hz, H-
77), 646,38 (1H, d, J = 16,0 Hz, H-8")

13C-NMR (100 MHz, MeOD, 298 K): & 201,2 (C-1), & 34,1 (C-2), & 30,2 (C-3), & 69,9 (C-4),

Schwindl S4C3H3, MeOD
rau_sHMBCGPSW McOD

H-6b" H-6a"
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165
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Abbildung 46 Ausschnitt aus dem HMBC Spektrum von 16.
Gezeigt sind die 3Jnc Kopplungen zwischen H-6a bzw. H-6b
und dem Carbonylkohlenstoff (C-9”") der Cumarsaure.

T T T T T
47 46 45 4.4 43 42

& 129,8 (C-4a), & 157,2 (C-5), & 122,1 (C-6),
& 130,8 (C-7), & 119,1 (C-8), & 134,6 (C-8a),
& 104,0 (C-1°), & 75,4 (C-2), & 78,1 (C-3),
& 72,1 (C-4), & 75,9 (C-5°), & 64,9 (C-6), &
127,3(C-17), & 117,1(C-2""), & 131,4 (C-37),
& 161,6 (C-47), & 131,4 (C-57), & 117,1 (C-
67), & 147,1 (C-77), & 115,2 (C-8"), & 169,3
(C-97)

127



3 Ergebnisse

Bemerkungen: Durch milde alkalische Hydrolyse (2.1.12, S.79) wurde die Verbindung in

Juglanosid B und Cumarsdure aufgespalten. Alle spektroskopischen Daten des erhaltenen
Glucosids sind identisch mit Juglanosid B (S3F3M4H3 (13)). Somit ist das Stereozentrum an C-4
S konfiguriert. Die abgespaltene Cumarséure wurde mittels HPLC Retentionszeitvergleich
identifiziert (Abbildung 45). Die ins Tieffeld verschobene C-6" Methylengruppe (Jc 64,9 und o

Abbildung 47 Ausschnitt aus den *H NMR
Spektren nach Derivatisierung des Zuckers von
16 (unten), S-D-Glucose (Mitte) und o-D-
Glucose (oben) mit (S)-(+)-2-
Methylbuttersdureanhydrid;  Methode  vgl.
2.1.11,S.78.

4,39 bzw. 4,53) des Zuckers sowie eine 3Juc HMBC
Kopplung dieser Methylenprotonen (H-6a" und H-6b") mit
dem Carbonylkohlenstoff C-9"" der Cumarsaure (oc 169,3)
beweisen die Veresterung der Cumarsaure am C-6" des
Zuckers (Abbildung 46). Die Bestimmung der absoluten
Stereochemie des Zuckers, wie unter 2.1.11 (S.78)
beschrieben, fihrte zu dem Ergebnis, dass es sich um g-D-
Glucose handelt. Die Verschiebung des anomeren Protons
des  (S)-(+)-2-Methylbuttersdureanhydrid-Derivates ist
identisch mit der der S-D-Glucose (4 5,95) und deutlich
verschieden zu der von a-D-Glucose (1 5,94, Abbildung
47). Die Verbindung wurde somit als Juglanosid B 6"-O-E-

p-cumarat identifiziert und als Juglanosid J bezeichnet.

3.2.1.2.12  Juglanosid K (Juglanosid B 6"-O-p-salicylat, 17)

Fraktion: S4C3H1 (4,3 mg, 2.1.8.5.24, S.58)

Aussehen: braunes Pulver

UV Amax (Ig €): 255 nm (4,23), 315 nm (3,68)

[a]2D3 = 0,4 (c 0,54 in MeOH)
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3.2.1 Phenolische Verbindungen

CD (¢ 1,8 x 10* M in MeOH) A& (nm): 5,26 (215), 1,68 (262), -0,85 (338)
Negative ESI-HRMS: [M-H] m/z 459,1310 (berechnet: C23H23010, 459,1297)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &4 2,36 (LH, dt, J = 17,3; 3,5 Hz, H-2a), &+ 3,03 (1H, ddd,
J=17,7; 13,2; 4,7 Hz, H-2b), & 2,10 (1H, ddt, J = 13,6; 3,8; 3,3 Hz, H-3a), on 2,47 (1H, ddd,
J=13,9; 8,0; 3,4 Hz, H-3b), 645,37 (1H, m, H-4), 617,09 (1H, dd, J = 7,9; 0,4 Hz, H-6), & 7,27
(1H, t, J=7,9 Hz, H-7), 64 7,45 (1H, d, J = 7,6 Hz, H-8), &4 4,61 (1H, d, J = 7,8 Hz, H-1'), &
3,20 (1H, dd, J = 9,2; 7,8 Hz, H-2"), &4 3,382 (1H, m, H-3"), 6u 3,382 (1H, m, H-4"), &4 3,65 (1H,
m, H-5"), &u 4,43 (1H, dd, J = 11,7; 6,8 Hz, H-63"), & 4,63 (1H, dd, J = 12,6; 1,1 Hz, H-6b"), &4
6,81 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-2""), 64 7,93 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-3""), &k 7,93 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-
57), 646,81 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-6"")

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 200,9 (C-1), & 33,9 (C-2), & 29,9 (C-3), & 70,0 (C-4),
& 129,7 (C-4a), & 157,2 (C-5), & 122,0 (C-6), & 130,6 (C-7), & 118,8 (C-8), & 134,4 (C-8a),
& 103,9 (C-17), & 75,3 (C-2°), & 78,0 (C-3"), & 72,1 (C-4"), & 75,7 (C-5), & 65,0 (C-67), &
121,8 (C-17), & 133,0 (C-2""), & 116,4 (C-37), & 164,4 (C-4”"), & 116,4 (C-57), & 133,0 (C-
67), & 168,2 (C-7)

Bemerkungen: Aufgrund nahezu identischer NMR Signale des Aglykons sowie des reinen
Glucosides im Vergleich zu Juglanosid J (16) wurde das Vorliegen einer 4S Konfiguration und
einer B-D-Glucose angenommen. Allerdings konnte im Unterschied zu 16 eine p-Salicylsaure

anstelle einer p-Cumarsdure verestert an C-6"

Schwindl. S4C3H1 (ca.4.3mg/0.6ml CD30D)
, HMBC ,
H-6b H-6a

des Zuckers nachgewiesen werden. Dafr
Pmsprachen sieben Kohlenstoff- und vier
s Protonensignale, die eindeutig einer p-
Salicylsdure zugeordnet werden konnten.
Deren Veresterung am C-6" des Zuckers
™ konnte durch die C-6" Tieffeldverschiebung
'™ (6c 65,0, o4 4,43 und 64 4,63) sowie durch eine

s JHc-HMBC Kopplung zwischen Hz-6" und der

o
~
aPh A ks

Carbonylgruppe (oc 168,2) der p-Salicylsaure

3 bewiesen werden (Abbildung 48). Die

T T T T T
4.70 4.65 4.60 4.55 4.50 445 4.40 ppm

Verbindung wurde somit als Juglanosid B 6°-
Abbildung 48 Ausschnitt aus dem HMBC Spektrum von 17. . . . .
Gezeigt sind die 3Jnc Kopplungen zwischen H-6a" bzw. H-6b"  O-p-salicylat identifiziert und als Juglanosid K

und dem Carbonylkohlenstoff (C-7"") der p-Salicylséure. )
bezeichnet.
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3 Ergebnisse

3.2.1.2.13  Juglanosid L (Juglanosid A 6"-O-E-p-caffeat, 18)

Fraktion: S4C3H2 (3,2 mg, 2.1.8.5.24, S.58)
Aussehen: braunes Pulver

UV Amax (Ig €): 245 nm (4,26), 297 nm (4,05), 330 nm (4,11)

[a]2D3 = -31,1 (c 0,40 in MeOH)

CD (c 1,8 x 10 M in MeOH) A (nm): 1,49 (205), -3,03 (211), 1,06 (224), -1,43 (245), 0,50 (261),
-0,29 (288), 0,39 (318)

Negative ESI-HRMS: [M-H]" m/z 485,1459 (berechnet: C25H25010, 485,1453)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): & 2,37% (2H, m, Hz2), &4 2,97 (1H, ddd, J = 17,5; 9,4; 4,9
Hz, H-3a), &4 2,53 (1H, ddd, J = 17,6; 6,8; 4,7 Hz, H-3b), 6u 5,02 (1H, ddd, J = 6,1; 3,4 Hz, H-4),
847,69 (1H, d, J = 7,6 Hz, H-5), &4 7,60 (1H, dt, J = 7,5; 1,3 Hz, H-6), &4 7,45 (1H, dd, J = 7,4;
7.4 Hz, H-7), 847,95 (1H, dd, J=7,7; 1,1 Hz, H-8), &4 4,40 (1H, d, J = 7,7 Hz, H-1), &4 3,28
(1H, dd, J = 9,1; 7,9 Hz, H-2"), &4 3,342 (1H, m, H-3"), &4 3,34% (1H, m, H-4"), & 3,55 (1H, m,
H-57), 644,39 (1H, dd, J = 11,8; 6,8 Hz, H-6a"), 514,56 (1H, dd, J = 11,8; 1,9 Hz, H-6b"), &4 7,04
(1H,d, J= 1,4 Hz, H-2"), 646,75 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-5""), 54 6,94 (1H, dd, J = 8,3; 1,6 Hz, H-
67), 847,62 (1H, d, J = 16,2 Hz, H-7"), 616,31 (1H, d, J = 15,9 Hz, H-8"")

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 200,0 (C-1), & 35,4 (C-2), & 31,4 (C-3), & 75,7 (C-4),
& 143,7 (C-4a), & 130,1 (C-5), & 134,9 (C-6), & 129,8 (C-7), & 127,9 (C-8), & 132,9 (C-8a),
& 103,5 (C-17), & 75,2 (C-2), & 78,0 (C-3"), & 72,0 (C-4°), & 75,5 (C-5°), & 64,7 (C-67), &
127,3(C-17), & 1149 (C-27), & 150,5 (C-37), & 147,1 (C-4"), & 116,6 (C-57"), & 123,1 (C-
67), & 147,4 (C-77), & 114,5 (C-8”), & 169,1 (C-97)
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3.2.1 Phenolische Verbindungen

Bemerkungen: Aufgrund nahezu identischer NMR Signale des reinen Glucosids der
Schuindl, SYCIH2 ca1 gl 6l CDOD) Verbindung im Vergleich zu Juglanosid A
H-6b" H-6a’ (12) wurde dieselbe 4S Stereochemie und

_ e die Prasenz einer S-D-Glucose postuliert.
— H166.0

Allerdings konnte im Unterschied zu

-166.5

ezo Juglanosid J (16) eine E-Kaffeesdure

167.5

anstelle einer p-Cumarséure, die verestert an

- 168.0
wss C-6" des Zuckers vorlag, nachgewiesen

co = - 169.0

= werden. Hinweise darauf lieferten eine

= _m:o zusatzliche Hydroxylgruppe im Aromaten

s und zwei trans-olefinische Protonen (u

F171.0

= 7,62,d,J=16,2Hz, H-7", 416,31, d,

= 171.5

oo s w Az e J3=15,9 Hz, H-877). Deren Veresterung am
Abbildung 49 Ausschnitt aus dem HMBC Spektrum von 18.

Gezeigt sind die 2Juc Kopplungen zwischen H-6a” bzw. H-6b~ C-6" des Zuckers konnte wieder durch die

und dem Carbonylkohlenstoff (C-9°") der Kaffeesaure.
C-6" Tieffeldverschiebung (&c 64,7, o1 4,39

und &4 4,56) sowie durch eine 3Juc-HMBC Kopplung zwischen Hp-6" und der Carbonylgruppe
(6c 169,1) der E-Kaffeesaure bewiesen werden (Abbildung 49). Die Verbindung wurde somit als
Juglanosid A 6-O-E-p-caffeat identifiziert und als Juglanosid L bezeichnet.

3.2.1.2.14  Juglanosid M (Juglanosid B 6°-O-E-ferulat, 19)

Fraktion: S4C3H4 (10,8 mg, 2.1.8.5.24, S.58)
Aussehen: hellbeiges Pulver

UV Amax (Ig €): 220 nm (4,66), 260 nm (4,10), 315 nm (4,51)

[a]zl;* = 1,9 (c 1,08 in MeOH)
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CD (c 1,8 x 10 M in MeOH) A& (nm): 8,75 (222), -0,27 (257), 1,97 (292), -1,69 (338)

Negative ESI-HRMS: [M-H] m/z 515,1570 (berechnet: C2sH27011, 515,1559)

IH-NMR (400 MHz, MeOD, 298 K): &4 2,45 (1H, ddd, J = 17,2; 3,3; 3,3 Hz, H-2a), &4 3,09 (1H,
ddd, J = 17,6; 13,2; 4,6 Hz, H-2b), &+ 2,16 (1H, dddd, J = 13,4; 13,4; 3,6; 3,4 Hz, H-3a), &+ 2,52
(1H, d, J = 2,5 Hz, H-3b), 345,42 (1H, t, J = 2,9 Hz, H-4), 647,10 (1H, dd, J = 6,9; 1,2 Hz, H-6),
847,28 (1H, t,J = 7,9 Hz, H-7), 64 7,47 (1H, dd, J = 7,7; 0,8 Hz, H-8), &4 4,61 (1H, d, J = 7,8 Hz,
H-17), 43,21 (1H, dd, J = 9,3; 7,8 Hz, H-2"), 64 3,372 (1H, m, H-3), &4 3,372 (1H, m, H-4), &4
3,60 (1H, ddd, J = 9,3; 6,6; 2,5 Hz, H-5), &+ 4,40 (1H, dd J = 11,8; 6,4 Hz, H-6a"), &+ 4,53 (1H,
dd, J = 11,9; 2,2 Hz, H-60"), 61 7,18 (1H, d, J = 1,9 Hz, H-2""), 646,80 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-5""),
&4 7,08 (1H, dd, J=7,8; 1,8 Hz, H-67"), &4 7,70 (1H, d, J = 15,9 Hz, H-7""), & 6,41 (1H, d,

J =159 Hz, H-87), 83,85 (3H, s, H-3""-OCHs3)

13C-NMR (100 MHz, MeOD, 298 K): & 200,9 (C-1), & 34,0 (C-2), & 30,0 (C-3), & 69,7 (C-4),
& 129,7 (C-4a), & 157,1 (C-5), & 122,0 (C-6), & 130,6 (C-7), & 118,9 (C-8), & 134,5 (C-8a),
& 103,7 (C-1), & 75,3 (C-2°), & 78,0 (C-3"), & 71,9 (C-4°), & 75,7 (C-5), & 64,7 (C-67), &
127,6 (C-17), & 111,8 (C-27), & 149,5 (C-37"), & 150,9 (C-4"), & 116,6 (C-57"), & 124,1 (C-
67), & 147,2 (C-77), & 115,2 (C-8), & 169,1 (C-9°), & 56,4 (C-3""-OCHs)

Bemerkungen: Aufgrund nahezu identischer NMR-Signale der Verbindung im Vergleich zu

Juglanosid B (13) wurde die gleiche 4S Konfiguration und das Vorliegen von S-D-Glucose

Schwindl $4C3H4, McOD
rau_sHMBCGPSW MeOD

H-6b

H-6a"

ppm

- 165.0

- 165.5

- 166.0

~166.5

- 167.0

I 167.5

c.9”

168.0

- 168.5

- 169.0

- 169.5

T T T T T T T T T T T
470 465 460 455 450 445 440 435 430 425 420 ppm

Abbildung 50 Ausschnitt aus dem HMBC Spektrum von 19.
Gezeigt sind die 3Juc Kopplungen zwischen H-6a" bzw. H-6b”
und dem Carbonylkohlenstoff (C-9°") der Ferulaséure.
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angenommen.  Weiter konnte eine E-
Ferulaséure, verestert am C-6" der Glucose,
nachgewiesen werden. Dafiir sprachen zehn
Kohlenstoff- und sechs Protonensignale, die
eindeutig einer E-Ferulasédure zugeordnet
werden konnen. Deren Veresterung am C-6
des Zuckers konnte wieder durch die C-6
Tieffeldverschiebung (&c 64,7, on 4,40 und o
4,53) sowie durch eine 3Juc-HMBC Kopplung
zwischen Hz-6 und der Carbonylgruppe (oéc
169,1) der E-Ferulasdure bewiesen werden
(Abbildung 50). Die Verbindung wurde somit
als Juglanosid B 6°-O-E-ferulat identifiziert

und als Juglanosid M bezeichnet.



3.2.1 Phenolische Verbindungen

3.2.1.2.15  Juglanosid N (Juglanosid B 6"-O-Z-p-cumarat, 20)

Fraktion: S4C3H5 (5,3 mg, 2.1.8.5.24, S.58)
Aussehen: braunes Pulver

UV Amax (19 €): 220 nm (4,54), 259 nm (4,01), 315 nm (4,24)

[a]zIf = -0,2 (c 0,66 in MeOH)
CD (c 1,8 x 10* M in MeOH) A& (nm): 7,92 (222), 1,39 (292), -1,69 (338)
Negative ESI-HRMS: [M-H] m/z 485,1460 (berechnet: C2sH25010, 485,1453)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &4 2,40 (1H, dt, J = 17,3; 3,5 Hz, H-2a), &+ 3,05 (1H, ddd,
J=176; 13,2; 4,6 Hz, H-2b), &4 2,10 (1H, ddt, J = 13,7; 3,6; 3,6 Hz, H-3a), &4 2,46° (1H, m, H-
3b), 345,34 (1H, t, J = 3,0 Hz, H-4), 817,08 (1H, dd, J = 8,2; 0,8 Hz, H-6), 87,26 (1H,t,J=7,9
Hz, H-7), &4 7,43 (1H, d, J = 7,4 Hz, H-8), &4 4,58 (1H, d, J =8,0 Hz, H-1"), &4 3,18 (1H, dd,
J=8,4;84Hz,H-2"), 53,35 (1H, dd, J = 9,9; 8,9 Hz, H-3"), 643,31 (1H, dd, J = 9,1; 9,1 Hz, H-
4), 543,18 (1H, dd, J = 8,4; 8,4 Hz, H-5"), 84,49 (1H, dd, J = 11,9; 2,1 Hz, H-6a"), & 4,34 (1H,
dd, J =11,9; 6,3 Hz, H-60"), 4 7,68 (1H, d, J = 8,7 Hz, H-2""), 846,75 (1H, d, J = 8,6 Hz, H-3""),
517,68 (1H, d, J = 8,7 Hz, H-57), 346,75 (1H, d, J = 8,6 Hz, H-6""), 61 6,88 (1H, d, J = 12,8 Hz,
H-7""), 345,82 (1H, d, J = 12,8 Hz, H-8"")

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 201,1 (C-1), & 34,0 (C-2), & 30,0 (C-3), & 70,2 (C-4),
& 129,8 (C-4a), & 157,6 (C-5), & 122,2 (C-6), & 130,5 (C-7), & 118,5 (C-8), & 134,4 (C-8a),
& 104,1 (C-17), & 75,3 (C-2°), & 78,0 (C-3°), & 71,8 (C-4"), & 75,6 (C-5), & 64,4 (C-67), &
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127,4 (C-17"), & 133,9 (C-27), 6c 116,0 (C-37"), & 160,6 (C-47"), 6c 116,0 (C-57), & 133,9 (C-
6°7), oc 145,4 (C-7"), &c 116,1 (C-8""), & 168,1 (C-97)

Bemerkungen: Aufgrund nahezu identischer NMR Signale zu Juglanosid J (16) wurde von der
gleichen Verbindung ausgegangen. Der einzige Unterschied lag in der Konformation der
Cumarséure. Die geringere vicinale Kopplungskonstante (3Ju-7-, v-s~ = 12,3 Hz statt 3J w7, u-
g~ = 16,0 Hz) der beiden olefinischen Protonen bei 64 6,88 (H-7"") und o4 6,82 (H-8"") belegt das
Vorliegen einer cis-Konfiguration. Die Verbindung wurde somit als Juglanosid B 6"-O-Z-p-

cumarat identifiziert und als Juglanosid N bezeichnet.

3.2.1.2.16  Juglanosid O (Juglanosid B 6°-O-2""-isopropyl-apfelsduremethylester,
21)

Fraktion: S3F5M6H1 (12,5 mg, 2.1.8.5.23, S.57)
Aussehen: weiles Pulver

UV Amax (Ig €): 219 nm (4,44), 255 nm (3,93), 317 nm (3,62)
23 _ .
[a]D = 4,2(c0,79 in MeOH)
CD (c 1,8 x 10* M in MeOH) As (nm): 10,68 (215), 8,01 (222), -1,18 (341)

Negative ESI-HRMS: [M-H] m/z 511,1849 (berechnet: C24H31012, 511,1821)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &4 2,45 (1H, dt, J = 17,2; 3,4 Hz, H-2a), &+ 3,07 (1H, ddd,
J=17,4; 13,4; 4,8 Hz, H-2b), ou 2,15 (1H, ddd, J = 13,7; 4,1; 3,0 Hz, H-3a), 4 2,51 (1H, ddt,
J=13,9;4,8; 3,2 Hz, H-3b), &4 5,35 (1H, t, J = 3,0 Hz, H-4), &4 7,09 (1H, dd, J = 8,1; 1,1 Hz, H-
6), 64 7,28 (1H, t, J = 7,9 Hz, H-7), 84 7,46 (1H, dd, J = 7,8; 0,9 Hz, H-8), 644,61 (1H, d, J=7,9
Hz, H-17), &4 3,16 (1H, dd, J = 9,1; 7,9 Hz, H-2"), &4 3,35 (1H, dd, J = 9,0; 9,0 Hz, H-3"), &+ 3,29
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3.2.1 Phenolische Verbindungen

(1H, dd, J=9,7; 8,9 Hz, H-4"), &+ 3,58 (1H, ddd, J=9,7; 6,8, 2,0 Hz, H-5"), &1 4,25 (1H, dd,
J=11,7; 6,7 Hz, H-62"), &4 4,58 (1H, dd, J = 11,7; 2,0 Hz, H-6b"), &+ 2,96 (1H, d, J = 15,8 Hz,
H-33"), &4 2,74 (1H, d, J = 15,8 Hz, H-3b"), &+ 2,00 (1H, sept, J = 6,9 Hz, H-5""), &4 0,97 (3H,
d,J=6,8 Hz, H-6), 810,93 (3H, d, J = 7,0 Hz, H-7""), &4 3,66 (3H, s H-4""-OCHs)

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 200,9 (C-1), & 34,0 (C-2), & 30,2 (C-3), & 69,9 (C-4),
& 129,7 (C-4a), & 157,0 (C-5), & 121,9 (C-6), & 130,5 (C-7), & 118,8 (C-8), & 134,4 (C-8a),
& 104,0 (C-17), & 75,2 (C-2°), & 77,9 (C-3"), & 71,8 (C-4), & 75,3 (C-5"), & 65,9 (C-6), &
176,0 (C-17), & 79,2 (C-2°"), & 42,6 (C-3""), & 172,9 (C-4”"), & 37,1 (C-57), & 16,7 (C-67),

oc 17,7 (C-77"), 6c 52,3 (C-4""-OCHa)

Bemerkungen: Aufgrund nahezu identischer NMR Signale der Verbindung im Vergleich zu

Schwindl, S3FSM6H1 (ca.12.8mg/0.6ml CD30D)
HMBC

H-6b H-6a

ppm
169

c-97 % 176

R

.,\..
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£ 180

v 181

1 182

T T T T
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Abbildung 51 Ausschnitt aus dem HMBC Spektrum von 21.
Gezeigt sind die 3Jnic Kopplungen zwischen H-6a" bzw. H-6b”

und dem Carbonylkohlenstoff (C-1"") der Isopropylapfelsaure.

denen von Juglanosid B wurde die gleiche 4S
Stereochemie und das Vorliegen von p-D-
Glucose angenommen. Zusatzlich sind noch acht
Kohlenstoffsignale und sechs Protonensignale
im NMR-Spektrum sichtbar. Dabei handelte es
sich um einen quartdren Kohlenstoff, zwei
Carbonylkohlenstoffe, zwei Methyl-, eine
Methoxy-, eine  Methylen- und eine
Methingruppe. Durch HMBC Korrelationen wie
in Schwindl et al. (2017) beschrieben, konnte
eine Isopropylépfelsdure nachgewiesen werden,
die mit der OH-Gruppe an C-6" der Glucose
verestert ist (Abbildung 51).
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3.2.1.2.17  Juglanosid P (Juglanosid D 6""-O-gallat, 22)

Fraktion: SSM7H12 (2,2 mg, 2.1.8.5.28, S.61)

UV Amax (Ig £): 260 nm (4,06), 270 nm (4,01), 295 nm (3,82), 360 nm (3,92)

[a]ZD6 = -47,2 (c 0,22 in MeOH)

CD (c 1,8 x 10 M in MeOH) A (nm): 4,69 (206), 0,18 (236), 1,84 (251), -0,37 (267), -0,64 (290),
0,33 (310)

Negative ESI-HRMS: [M-H] m/z 507,1155 (berechnet: C23H23013, 507,1144)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &4 3,10 (1H, m, H-2a), &4 2,41 (1H, m, H-2b), &4 2,43 (1H,
m, H-3a), &4 2,08 (1H, ddd, J = 13,8; 4,0; 3,1 Hz, H-3b), o4 5,34 (1H, t, J = 2,9 Hz, H-4), 54 7,08
(1H, d, J = 9,1 Hz, H-6), &4 6,78 (1H, d, J=9,1 Hz, H-7), &+ 4,58 (1H, d, J = 7,7 Hz, H-1), &4
3,19 (1H, dd, J=8,4; 8,4 Hz, H-2"), &4 3,37 (1H, dd, J=8,8; 8,8 Hz, H-3'), ox 3,41 (1H, dd,
J=9,1; 9,1 Hz, H-4"), &1 3,60 (1H, m, H-5"), & 4,57 (1H, dd, J = 11,8; 2,0 Hz, H-63"), o 4,43
(1H, dd, J = 11,8; 6,2 Hz, H-6b"), & 7,11 (1H, s, H-2""), &u 7,11 (1H, s, H-6"")

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 207,0 (C-1), & 33,9 (C-2), & 29,7 (C-3), & 70,0 (C-4),
& 127,4 (C-4a), & 148,5 (C-5), & 126,7 (C-6), & 119,4 (C-7), & 157,1 (C-8), & 116,7 (C-8a),
& 103,7 (C-17), & 75,2 (C-2°), & 78,0 (C-3"), & 71,9 (C-4°), & 75,7 (C-5), & 64,8 (C-67), &
121,4 (C-17), & 110,2 (C-27"), & 139,9 (C-37"), & 146,5 (C-4"), & 139,9 (C-5"), & 110,2 (C-
67), & 168,4 (C-77)
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3.2.1 Phenolische Verbindungen

Bemerkungen: Aufgrund ahnlicher NMR Signale im Aglykonteil der Verbindung im Vergleich

zu denen von Juglanosid D (14) konnte dieselbe 4S Stereochemie angenommen werden.

Koller/Schwindl, SSM7H 12 (ca.?mg/0.6ml CD30D)
HMBC

H-6b" H-6a"

ppm

- 167.0

~167.5

- 168.0

7

- 168.5

169.0

-169.5

T T T T T T T T T
470 4865 460 455 450 445 440 435 430 4.25 PPm

Abbildung 52 Ausschnitt aus dem HMBC Spektrum von 22.
Gezeigt sind die 3Juc Kopplungen zwischen H-6a" bzw. H-6b”

und dem Carbonylkohlenstoff (C-7"") der Gallusséure.

3.2.1.3 Anthrachinone

Aulerdem konnte von einer f-D-Glucose
aufgrund &hnlicher NMR Signale fir den
Zuckerteil im Vergleich zu 14 ausgegangen
werden. Sieben weitere Kohlenstoffsignale und
ein Protonensignal fir 2 Protonen (on 7,11)
gaben den Hinweis auf eine Gallussaure. Deren
Veresterung mit der OH-Guppe an C-6" des
Zuckers konnte mittels der entsprechenden
Tieffeldverschiebung (oc 64,8, o4 4,43 und o
4,57) sowie durch eine 3Juc-HMBC Kopplung
zwischen H>-6 und der Carbonylgruppe (oc
168,4) nachgewiesen werden. Die Verbindung
wurde somit als Juglanosid D 6"-O-gallat

identifiziert und als Juglanosid P bezeichnet.

3.2.1.3.1 Tectochinon (2-Methyl-9,10-anthracenedion, 23)

Fraktion: D1+2K2H4 (0,6 mg, 2.1.7.4.1, S.23)

Aussehen: weilRes Pulver

UV Amax: 255 nm, 275 nm, 325 nm

Positive ESI-HRMS: [M+H]* m/z 223,0757 (berechnet: C15H1102, 223,0754)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &+ 8,10 (1H, brs, H-1), &4 7,69 (1H, dd, J = 7,2; 1,0 Hz, H-
3), 348,18 (1H, d, J = 7,9 Hz, H-4), &4 8,27 (1H, m, H-5), &+ 7,86 (1H, m, H-6), & 7,86 (1H, m,
H-7), &4 8,27 (1H, m, H-8), &4 2,54 (3H, s, 2-CHs)
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13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 128,3 (C-1), & 147,0 (C-2), & 136,2 (C-3), & 128,3
(C-4), & 132,6 (C-4a), & 128,0 (C-5), & 135.3* (C-6), & 135.4* (C-7), & 128,0 (C-8), & 134,9
(C-8a), & 184,2 (C-9), & 134,8 (C-9a), & 184,5 (C-10), & 134,9 (C-10a), & 21,8 (2-CHs)

*austauschbar

Bemerkungen: Die NMR Daten sind konsistent mit Itokawa et al. (1991) und Lu et al. (2010).

3.2.1.3.2 1-Hydroxy-6-methyl-9,10-anthracenedion (24)

Fraktionen: D1+2K2H5 (0,4 mg, 2.1.7.4.1, S.23), D1+2K3H6 (2,8 mg, 2.1.7.4.2, S.24)
Aussehen: gelb-oranges Pulver

UV Amax: 260 nm, 280 nm, 340 nm, 400 nm

Positive ESI-HRMS: [M+H]* m/z 239,0704 (berechnet: C15H1103, 239,0703)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): & 7,31 (1H, dd, J = 8,3; 1,0 Hz, H-2), 64 7,72 (1H,t,J = 8,0
Hz, H-3), &4 7,78 (1H, dd, J = 7,4; 1,1 Hz, H-4), &1 8,07 (1H, brs, H-5), &4 7,70 (1H, dd, J = 7,1;
1,0 Hz, H-7), 848,21 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-8), o4 2,54 (3H, s, 6-CHs)

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 163,7 (C-1), & 125,2 (C-2), & 137,8 (C-3), & 120,2
(C-4), & 135,0 (C-4a), & 128,5 (C-5), & 147,7 (C-6), & 136,2 (C-7), & 128,1 (C-8), & 132,5
(C-8a), & 189,9 (C-9), & 117,5 (C-9a), & 183,8 (C-10), & 134,9 (C-10a), & 21,9 (6-CHs)

Bemerkungen: Die NMR Daten sind konsistent mit Boisvert und Brassard (1988). Es liegt hier
ein Gemisch von 1-Hydroxy-6-methyl-9,10-anthracenedion (24) mit 1-Hydroxy-7-methyl-9,10-
anthracenedion (Barleriaquinone 1, 25) vor. Wie in Kelly et al. (1982) beschrieben, kénnen die
beiden Regioisomere auch anhand der Verschiebung der 1-Hydroxylgruppe unterschieden werden
(7-Methylderivat: o4 12,56+ und 6-Methylderivat: o4 12,61 in CDCls). Eine Messung in CDCl3
ergab fur die Hydroxylgruppe des 6-Methylderivats eine Verschiebung von o4 12,68, wobei die
Verschiebung der Hydroxylgruppe des 7-Methylderivats bei o4 12,63 lag. Im *H-NMR konnte

somit gezeigt werden, dass das 6-Methyl-Derivat im Verhéltnis von ~ 7:3 iberwog.
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3.2.1.3.3 Barleriaquinone | (1-Hydroxy-7-methyl-9,10-anthracenedion, 25)

Fraktion: D1+2K2H5 (0,4 mg, 2.1.7.4.1, S.23), D1+2K3H6 (2,8 mg, 2.1.7.4.2, S.24)
Aussehen: gelb-oranges Pulver

UV Amax: 260 nm, 340 nm, 400 nm

Positive ESI-HRMS: [M+H]* m/z 239,0704 (berechnet: C1sH1103, 239,0703)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): & 7,31 (1H, dd, J = 8,3; 1,0 Hz, H-2), 84 7,73 (1H, 1, J = 7;9
Hz, H-3), &4 7,78 (1H, dd, J = 7,4; 1,1 Hz, H-4), &+ 8,15 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-5), &4 7,70 (1H,
dd, J =7,1; 1,0 Hz, H-7), 84 8,13 (LH, br's, H-8), &4 2,54 (3H, s, 7-CHa)

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 163,7 (C-1), & 125,2 (C-2), & 137,9 (C-3), & 120,2
(C-4), & 135,0 (C-4a), & 128,4 (C-5), & 136,2 (C-6), & 147,2 (C-7), & 128,1 (C-8), & 134,5
(C-8a), & 190,1 (C-9), & 117,5 (C-9a), & 183,5 (C-10), & 132,7 (C-10a), & 21,8 (7-CHa)

Bemerkungen: siehe 3.2.1.3.2 (S.138).

3.2.1.3.4 Erythroxyanthraquinone (1-Hydroxy-9,10-anthracenedion, 26)

Fraktion: D1+2K3H3 (0,9 mg, 2.1.7.4.2, S.24)
Aussehen: braunes Pulver

Positive ESI-HRMS: [M+H]" m/z 225,0548 (berechnet: C14H9O3, 225,0546)
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IH-NMR (600 MHz, CDCls, 298 K): &+ 7,32 (1H, dd, J = 8,3; 0,8 Hz, H-2), &4 7,69 (1H, dd, J =
8,4; 7,5 Hz, H-3), &u 7,85 (1H, dd, J = 7,4; 0,8 Hz, H-4), &4 7,83 (1H, m, H-5), &4 8,32 (1H, m,
H-6), &4 8,34 (1H, m, H-7), & 7,83 (1H, m, H-8), &4 12,62 (1H, s, 1-OH)

13C-NMR (150 MHz, CDCls, 298 K): & 162,7 (C-1), & 1244 (C-2), & 136,8 (C-3), & 119,7
(C-4), & 133,6 (C-4a), & 134,7 (C-5), & 127,5 (C-6), & 126,9 (C-7), & 134,2 (C-8), n.d. (C-
8a), n.d. (C-9), & 116,3 (C-9a), & 182,4 (C-10), n.d. (C-10a)

n.d.: nicht detektiert

Bemerkungen: Die NMR Daten sind konsistent mit Hausser et al. (1994).

3.2.1.4 Diarylheptanoide

3.2.1.4.1 Juglanin F (17-Hydroxy-11-on-3,4-methylendioxy-[7,0]-metacyclophan,
27)

Fraktion: D1+2K6H5 (0,4 mg, 2.1.7.4.3, S.25)

Aussehen: weifles Pulver

UV Amax (Ig €): 300 nm (4,10)

Positive ESI-HRMS: [M+H]* m/z 325,1438 (berechnet: C2oH2104, 325,1434)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &1 6,60 (LH, d, J = 1,4 Hz, H-4), &4 6,39 (1H, br s, H-6), &u
2,72 (2H, dd, J =5,9; 5,9 Hz, Ho-7), &4 1,88 (2H, quint, J = 6,5 Hz, H2-8), &4 1,72 (2H, quint,
J=7,2Hz, Ho-9), 342,77 (2H, t, I = 7,2 Hz, H2-10), &4 2,79 (2H, m, H2-12), &4 2,95 (2H, m, Ho-
13), 346,61 (1H, d, J = 2,4 Hz, H-15), 64 6,74 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-18), &+ 6,98 (1H, dd, J = 8,2;
2,5 Hz, H-19), 645,94 (2H, s, H2-20)
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13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 121,2 (C-1), & 143,9 (C-2), & 149,5 (C-3), & 108,9
(C-4), & 134,3 (C-5), & 127,1 (C-6), & 33,2
(C-7), & 26,9 (C-8), & 22,7 (C-9), & 46,6 (C-
#m 10), & 216,4 (C-11), & 43,3 (C-12), & 29,7 (C-
7 13), & 132,9 (C-14), & 134,4 (C-15), & 125,7
(C-16), & 153,4 (C-17), & 116,8 (C-18), &
| m129,8 (C-19), & 102,0 (C-20)

F123

f 2« Bemerkungen: Wie in Schwindl et al. (2019)

-1 peschrieben, konnte die Verbindung eindeutig

126

- als zyklisches Diarylheptanoid aufgeklart

127

werden. Die C-C Verbindung der beiden

3 F128

aromatischen Ringe wurde durch 3Juc HMBC

T T T T T T
6.65 6.60 6.55 6.50 6.45 6.40 6.35 ppm

Abbildung 53 Ausschnitt aus dem HMBC Spektrum von 27. Kopplungen zwischen H-6 und C-16 sowie

Gezeigt sind die 3Jnc Kopplungen zwischen H-15 und C-1 und . .
zwischen H-6 und C-16. Aus ihnen lasst sich die C-C zwischen  H-15 und C-1  nachgewiesen

Verknipfung der beiden aromatischen Ringe herauslesen. (Abbildung 53)

3.2.14.2 Juglanin A (28)

Fraktion: D1+2K6H6 (2,0 mg, 2.1.7.4.3, S.25)

Aussehen: gelbes Pulver

UV Amax: 280 nm

Positive ESI-HRMS: [M+H]* m/z 357,1705 (berechnet: C21H250s, 357,1697)

IH-NMR (400 MHz, CDCls, 298 K): 646,90 (1H, d, J = 8,4 Hz, H-5), 646,57 (1H, d, J = 8,4 Hz,
H-6), &4 3,16 (1H, dt, J = 13,1; 5,5 Hz, H-7a), &4 2,40 (1H, m, H-7b), &4 1,64 (1H, m, H-8a), &4
1,80 (1H, m, H-8b), &4 1,58 (1H, m, H-9a), &+ 1,58 (1H, m, H-9b), &u 2.08 (1H, dquart, J = 19,0;
5,3 Hz, H-10a), &4 1.76 (1H, m, H-10b), &4 2,34 (2H, m, Hz-12), & 2,99 (1H, ddd, J = 16,2; 9,3;
2,0 Hz, H-13a), 6u 2,74 (1H, ddd, J = 16,1; 8,4; 1,9 Hz, H-13b), &4 6,68 (1H, dd, J = 8,2; 2,1 Hz,
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H-15), &4 6,82 (1H, dd, J = 8,2 Hz, H-16), &4 5,56 (1H, d, J = 2,1 Hz, H-19), &+ 3,98 (3H, s, 2-
OCH3), 64 3,93 (3H, s, 17-OCHy)

13C-NMR (100 MHz, CDCls, 298 K): & 145,6 (C-1), & 139,8 (C-2), & 148,0 (C-3), & 124,8
(C-4), & 126,1 (C-5), & 115,9 (C-6), & 29,9 (C-7), & 24,7 (C-8), & 19,1 (C-9), & 46,2 (C-10),
& 210,1 (C-11), & 41,2 (C-12), & 27,2 (C-13), & 134,3 (C-14), & 121,7 (C-15), & 112,0 (C-
16), & 146,5 (C-17), & 149,1 (C-18), & 113,1 (C-19), & 61,7 (2-OCHs), & 56,3 (17-OCHs)

Bemerkungen: Die NMR Daten sind identisch mit Liu et al. (2007) und Midiller und Leistner
(1978).

3.2.14.3 Pterocarine (29)

Fraktion: D1+2K7H6 (1,1 mg, 2.1.7.4.4, S.26)
Aussehen: beiges Pulver
Negative ESI-HRMS: [M-H] m/z 311,1293 (berechnet: C19H1904, 311,1289)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &4 6,85 (1H, d, J = 2,2 Hz, H-3), &+ 6,78 (1H, dd, J = 8,1;
1,9 Hz, H-5), 646,84 (1H, d, J = 7,9 Hz, H-6), &4 2,64 (1H, dt, J = 13,2; 6,7 Hz, H-7a), o4 2,69
(1H, dt, J = 13,3; 6,9 Hz, H-7b), &4 1,67 (2H, m, Ho-8), &4 1,53 (2H, m, Hz-9), 41,92 (2H, m,
H,-10), &+2,32 (2H, ddd, J = 13,2; 8,8, 2,5 Hz, Hz-12), &4 1,67 (LH, m, H-13a), 62,77 (1H, m,
H-13b), 546,54 (1H, dd, J = 8,2; 2,0 Hz, H-15), §:5,59 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-16), &4 6,70 (1H,
d, J = 8,1 Hz, H-19)

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 143,0 (C-1), & 151,4 (C-2), & 119,7 (C-3), & 141,1
(C-4), & 122,9 (C-5), & 125,1 (C-6), & 36,6 (C-7), & 28,2 (C-8), & 20,3 (C-9), & 47,4 (C-10),
& 213,1 (C-11), & 42,2 (C-12), & 28,3 (C-13), & 134,4 (C-14), & 122,7 (C-15), & 117,0 (C-
16), & 144,9 (C-17), & 149,4 (C-18), & 114,0 (C-19)

Bemerkungen: Die NMR Daten sind konsistent mit Shen und Sun (2011).
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3.2.1.44 Myricatomentogenin (30)

Fraktion: D1+2K7H7 (0,8 mg, 2.1.7.4.4, S.26)

Aussehen: beiges Pulver

UV Amax: 280 nm

Positive ESI-HRMS: [M+H]" m/z 343,1542 (berechnet: C2oH230s, 343,1540)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &+ 6,88 (1H, d, J = 8,3 Hz, H-5), 64 6,44 (1H, d, J = 8,3 Hz,
H-6), & 2,33 (1H, m, H-7a), &4 3,17 (1H, m, H-7b), &4 1,66 (1H, m, H-8a), ox 1,80 (1H, m, H-
8b), &u 1,51 (2H, m, Hz-9), &4 1,72 (1H, m, H-10a), & 2,21 (1H, m, H-10b), &4 2,27 (1H, m, H-
12a), &4 2,35 (1H, m, H-12b), 842,61 (1H, dd, J = 16,3; 7,6 Hz, H-13a), &4 2,92 (1H, dd, J = 16,1;
10,1 Hz, H-13b), &+ 6,54 (1H, dd, J = 8,2; 2,1 Hz, H-15), &4 6,70 (1H, d, J = 8,1 Hz, H-16), &k
5,52 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-19), &4 3,83 (3H, s, 2-OCHj)

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 148,2 (C-1), & 142,3 (C-2), & 150,8 (C-3), & 127,0
(C-4), & 127,3 (C-5), & 115,9 (C-6), & 31,2 (C-7), & 25,4 (C-8), & 20,2 (C-9), & 47,2 (C-10),
& 213,1 (C-11), & 42,1 (C-12), & 28,0 (C-13), & 134,2 (C-14), & 122,7 (C-15), & 116,9 (C-
16), & 149,6 (C-17), & 144,9 (C-18), & 114,1 (C-19), & 61,8 (2-OCHs)

Bemerkungen: Die H-NMR Daten sind konsistent mit den von Morihara et al. (1997)
publizierten Werten. Die 3C-NMR Daten sind hier zum ersten Mal aufgefiihrt.
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3.2.1.5 Flavonoide

3.2.1.5.1 Flavan-3-ole

321511 (+)-Gallocatechin (31)

8

HO S 8a O 2‘\\\], > % OH
. 3
SN OH

OH
31

Fraktion: G7H1 (13,4 mg, 2.1.9.4.1, S.70)
Aussehen: hellgelbes Pulver

UV Amax: 223 nm, 296 nm, 315 nm

laly = -24,0 (c 1,12 in MeOH)
CD (c 1,75 x 10* M in MeOH) A& (nm): -6,90 (207), -1,68 (226), -1,50 (281)
Positive ESI-HRMS: [M+H]* m/z 307,0812 (berechnet: C15H1507, 307,0812)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): & 4,52 (1H, d, J = 7,1 Hz, H-2), 643,96 (1H, m, H-3),
542,80 (1H, dd, J = 16,1; 5,3 Hz, H-4a), &+ 2,49 (1H, dd, J = 16,1; 7,8 Hz, H-4b), 645,91 (1H, d,
J=1,7Hz, H-6), 545,85 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-8), & 6,39 (1H, d, J = 1,7 Hz, H-2"), 64 6,39 (1H,
d,J=1,7 Hz, H-6")

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 82,6 (C-2), & 68,8 (C-3), & 28,1 (C-4), & 100,7 (C-
43), & 157,6* (C-5), & 96,3 (C-6), & 157,8* (C-7), & 95,5 (C-8), & 156,8 (C-8a), & 131,6 (C-
1), & 107,2 (C-2°), & 146,9 (C-3), & 134,0 (C-4°), & 146,9 (C-5"), & 107,2 (C-6")

* austauschbar

Bemerkungen: Die NMR Daten sind konsistent mit An et al. (2005b). Der gemessene Drehwert
ist dagegen stark unterschiedlich zu dem (Lit.: [e]p = 150) von An et al. (2005b) ermittelten Wert.
Dies konnte auf Verunreinigungen zurlickzufiihren sein. Das CD-Spektrum dagegen weist
eindeutig auf das 2R, 3S Enantiomer hin, da es anstatt eines positiven, wie bei (-)-Gallocatechin

Hashida et al. (2009), einen negativen Cotton-Effekt im Bereich um 280 nm aufweist.
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3.2.15.1.2 (+)-Catechin (32)

Fraktion: G6M5 (294,2 mg, 2.1.9.3.1, S.66)

Aussehen: beiges Pulver

[a]D = -4,8(c 2,12 in MeOH)
CD (¢ 1,75 x 10* M in MeOH) A& (nm): -2,30 (225), -0,91 (278)
Negative ESI-HRMS: [M-H] m/z 289,0718 (berechnet: C15H130¢, 289,0718)

IH-NMR (400 MHz, MeOD, 298 K): & 4,54 (1H, d, J = 7,4 Hz, H-2), &4 3,95 (1H, dt, J = 7.,6;
5,5 Hz, H-3), 6 2,81 (1H, dd, J = 16,2; 5,4 Hz, H-4a), &+ 2,48 (1H, dd, J = 16,1, 8,1 Hz, H-4b),
815,91 (1H, dd, J = 1,8 Hz, H-6), 545,84 (1H, d, J = 1,9 Hz, H-8), &1 6,81 (1H, d, J = 1,8 Hz, H-
2), 846,73 (1H, d, J = 8,1 Hz, H-5"), &4 6,68 (1H, dd, J = 8,2; 1,7 Hz, H-6")

13C-NMR (100 MHz, MeOD, 298 K): & 81,4 (C-2), & 67,4 (C-3), & 27,1 (C-4), & 99,5 (C-44),
& 156,2 (C-5), & 95,0 (C-6), & 155,5 (C-7), & 94,2 (C-8), & 156,4 (C-8a), & 130,8 (C-17), &
113,9 (C-2°), & 144,8 (C-3'), & 144,8 (C-4'), & 114,8 (C-57), & 118,8 (C-6)

Bemerkungen: Die NMR Daten sind konsistent mit den von Kashiwada et al. (1986)
veroffentlichten Daten. Allerdings liegt der der gemessene Drehwert, im Gegensatz zur Literatur
(Lit.: [¢]po = 10,8), im negativen Bereich. Diese Diskrepanz konnte an der fehlenden Aufreinigung
durch die HPLC liegen. Auf eine weitere Aufreinigung wurde aufgrund der relativ guten Reinheit
nach der MCI-Gelpermeationschromatographie verzichtet. Das CD-Spektrum ist in relativ guter
Ubereinstimmung mit dem von Korver und Wilkins (1971), weshalb die Verbindung als 2R,3S

Catechin identifiziert wurde.
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3.2.15.13 (-)-Epicatechin (33)

Fraktion: G6M7 (20,1 mg, 2.1.9.3.1, S.66)

Aussehen: beiges Pulver

[a]ZS = 60,2 (c 0,18 in MeOH)

CD (c 1,75 x 10* M in MeOH) A& (nm): -13,20 (208), -1,95 (245), -1,55 (281)
Negative ESI-HRMS: [M-H]" m/z 289,0720 (berechnet: C15sH130¢, 289,0718)

IH-NMR (400 MHz, MeOD, 298 K): &4 4,77 (1H, br's, H-2), &u 4,16 (1H, m, H-3), ou 2,81 (1H,
dd, J = 16,7; 4,6 Hz, H-4a), &4 2,69 (1H, dd, J = 16,9; 2,9 Hz, H-4b), 15,89 (1H, d, J = 2,3 Hz,
H-6), &+ 5,87 (1H, d, J = 2,2 Hz, H-8), & 6,93 (1H, d, J = 1,8 Hz, H-2"), 64 6,71 (1H, d, J = 8,2
Hz, H-5), &+ 6,75 (1H, dd, J = 8,3; 1,8 Hz, H-6")

13C-NMR (100 MHz, MeOD, 298 K): & 78,5 (C-2), & 66,1 (C-3), & 27,9 (C-4), & 98,7 (C-44),
& 156,3 (C-5), & 95,0 (C-6), & 156,0 (C-7), & 94,5 (C-8), & 156,6 (C-8a), & 130,9 (C-17), &
113,9 (C-2°), & 144,4 (C-3°), & 144,6 (C-4"), & 118,0 (C-5), & 114,5 (C-6")

Bemerkungen: Die NMR Daten stimmen mit (Kashiwada et al. 1990) tiberein. Der negative
Drehwert (Kashiwada et al. 1990, [a]p =-53,6) sowie das CD-Spektrum, das einen negativen
Cotton-Effekt in der Region um die 280 nm zeigt, deuten stark auf das 2R,3R Enantiomer hin
(Korver und Wilkins 1971; Rinaldo et al. 2010).
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3.2.15.14 (-)-Epicatechin-3-O-gallat (34)

Fraktion: GOM9H2 (16,4 mg, 2.1.9.4.7, S.75)
Aussehen: braunes Pulver

uv ﬂmax: 280 nm

[a]D = -56,1(c 0,18 in MeOH)
CD (c 1,75 x 10* M in MeOH) A& (nm): -26,67 (208), -7,00 (225), -2,98 (283)
Negative ESI-HRMS: [M-H] m/z 441,0838 (berechnet: C22H17010, 441,0827)

IH-NMR (400 MHz, MeOD, 233 K): &4 5,00 (LH, br s, H-2), &4 5,47 (1H, m, H-3), &4 2,97 (1H,
dd, J = 17,2; 4.3 Hz, H-401), 642,79 (1H, brd, J = 16,6 Hz, H-4B), &4 5,91 (1H, d, J = 2,2 Hz, H-
6), 345,88 (1H, d, J = 2,3 Hz, H-8), 646,89 (1H, d, J = 1,8 Hz, H-2"), 646,67 (1H, d, J = 8,2 Hz,
H-57), 546,80 (1H, dd, J = 8,3; 1,8 Hz, H-6"), 64 6,92 (1H, s, H-2""), 516,92 (1H, s, H-6"")

13C-NMR (100 MHz, MeOD, 233 K): & 78,5 (C-2), & 69,8 (C-3), & 27,0 (C-4), & 98,9 (C-4a),
& 157,2 (C-5), & 95,9 (C-6), & 158,0* (C-7), & 95,4 (C-8), & 157,8* (C-8a), & 131,3 (C-1°),
& 1147 (C-2°), & 145,8 (C-3°), & 145,9 (C-4'), & 115,6 (C-5°), & 119,2 (C-67), & 120,9 (C-
17), & 109,6 (C-27), & 1462 (C-37), & 139,6 (C-47), & 146,2 (C-57), & 109,6 (C-67),
& 167,3 (C-77)

*austauschbar

Bemerkungen: Die NMR Daten sowie der negative Drehwert stehen in Ubereinstimmung mit
Braca et al. (2003) bzw. mit Nonaka et al. (1981, [a]p = -160,6).
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3.2.1.5.2 Flavanone

3.2.1521 (-)-(S)-und (+)-(R)-Sakuranetin (35a/35b)

3

_OH OH
HSCO\©‘1(:‘J'\\I\©S/ H3CO O o O

5
35a 35b

Fraktion: D1+2K7H8 (1,0 mg, 2.1.7.4.4, S.26)
Aussehen: weiles Pulver

UV Amax: 230 nm, 285 nm

[a]ZD6 = 21,7 (c 0,13 in MeOH)

CD (c 2,5 x 10* M in MeOH) A& (nm): -0,54 (210), -0,34 (229), 0,78 (257), 0,63 (322)
Negative ESI-HRMS: [M-H]" m/z 285,0773 (berechnet: C16H130s5, 285,0768)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): 445,37 (1H, dd, J = 12,9; 2,9 Hz,
H-2), 642,73 (1H, dd, J = 17,1; 3,1 Hz, H-3a), &4 3,14 (1H, dd, J = 17,1;
13,0 Hz, H-3b), &4 6,03 (1H, d, J = 2,4 Hz, H-6),64 6,05 (1H, d, J = 2,2
Hz, H-8), &4 7,32 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-2"), 64 6,81 (1H, d, J = 8,5 Hz,
H-3°), 46,81 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-5"), &u 7,32 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-
1 6), o4 3,85 (3H, s, 7-OCHs3)

n e 100 10 120 13
minutes

1772968 102,847 35748
31863838 108,333 64,254

/

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 80,6 (C-2), & 44,1 (C-3), &

Abbildung 54 Ausschnitt aus

dem HPI?C Chromatogramm 198,2 (C-4), oc 104,1 (C-4a), oc 164,7 (C-5), oc 95,7 (C'6)1 oc 169,6
der chiralen, analytischen ; ;
Auftrennung von (-)-(S)-und (C-7), &c 94,9 (C-8), &c 165,3 (C-8a), &c 131,0 (C-17), oc 129,1 (C-2°),
(+)-(R)-Sakuranetin  Methode

vgl. 2.1.10, S.77. oc 116,3 (C-37), o&c 164,7 (C-47), & 116,3 (C-57), & 129,1 (C-67), o

56,3 (7-OCHs)

Bemerkungen: Die NMR Daten sind konsistent mit den von Vasconcelos et al. (1998)
publizierten Daten. Da es sich bei der Fraktion vermutlich um ein Enantiomerengemisch handelt,
wurde sie einer chiralen HPLC Analytik unterzogen (2.1.10, S.77). Wie in Abbildung 54 zu sehen
ist, konnten die beiden Enantiomere nach 102,8 bzw. 108,8 min angetrennt werden, wobei das

spater eluierende Enantiomer in leichtem Uberschuss vorhanden ist. Dabei konnte es sich um das
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11 S-Enantiomer handeln, da der gemessene

05 Drehwert dhnlich dem von Jerz et al.

§ f\ /JWMM (2005, [a]o=-9) ist. AuRerdem &hnelte

= OZW 250 300 as0 400 das CD-Spektrum (Abbildung 55) dem des
S-Enantiomers (Takemoto et al. 2008).

Wellenlange [nm]

Abbildung 55 CD-Spektrum von 35a/35b.

3.2.15.2.2 Prunin ((2S)-Naringenin-7-O-f-D-glucopyranosid, 36)

Fraktion: SSM9H6 (10,8 mg, 2.1.8.5.29, S.62)

Aussehen: gelbes Pulver

[a]2D6 = 77,9 (c 0,54 in MeOH)

Positive ESI-HRMS: [M+H]* m/z 435,1285 (berechnet: C21H23010, 435,1286)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &+ 5,37 (1H, dd, J = 13,0; 2,8 Hz, H-2), &+ 2,73 (1H, dd,
J=17,1; 3,1 Hz, H-3a), & 3,15 (1H, dd, J = 17,1; 13,1 Hz, H-3b), &+ 6,17 (1H, d, J = 2,2 Hz, H-
6), 346,20 (1H, d, J = 1,9 Hz, H-8), &4 7,31 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-2"), 5+ 6,81 (1H, d, J = 8,6 Hz,
H-3"), 346,81 (1H, d, J = 8,6 Hz, H-5), &+ 7,31 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-6"), 644,96 (1H, d, J = 7,3
Hz, H-17), &4 3,43 (1H, m, H-2""), & 3,44 (1H, m, H-3"), &4 3,38 (1H, dd, J=9,2; 9,2 Hz, H-
47, 843,44 (IH, m, H-57), 643,68 (1H, dd, J = 12,2; 5,4 Hz, H-6""a), ou 3,87 (1H, dd, J = 12,2;
2,0 Hz, H-6""b)

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 80,7 (C-2), & 44,2 (C-3), & 198,5 (C-4), & 104,9 (C-
43), & 165,0 (C-5), & 98,0 (C-6), & 167,0 (C-7), & 96,9 (C-8), & 164,6 (C-8a), & 130,9 (C-1°),
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& 1291 (C-2°), & 116,3 (C-3°), & 159,1 (C-4°), & 116,3 (C-57), & 129,1 (C-6"), & 101,2 (C-
17), & 74,6 (C-27), & 77,8 (C-37), & 71,1 (C-47), & 78,3 (C-57"), & 62,3 (C-6")

Bemerkungen: Die NMR Daten stimmen mit Rayyan et al. (2005) und der Drehwert mit

Hasegawa und Shirato (1952, [a]p = -41,8) (iberein.

3.2.1.5.3 Flavanonole

3.2153.1 (2R, 3R)-Taxifolin (37)

Fraktion: G7TH4H1 (4,4 mg, 2.1.9.4.2, S.71)
Aussehen: weiles Pulver

UV Amax: 290 nm, 320 nm

[a]2D5 = 42,6 (c 1,12 in MeOH)

CD (c 1,75 x 10 M in MeOH) Ae (nm): -4,48 (208), 3,24 (222), 1,16 (255), -3,26 (296), 1,51
(328)

Positive ESI-HRMS: [M+H]* m/z 305,0660 (berechnet: C15H1307, 305,0656)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &4 4,90 (1H, d, J = 11,4 Hz, H-2), &4 4,49 (1H, d, J= 11,5
Hz, H-3), 845,86 (1H, d, J = 2,2 Hz, H-6), 65,90 (1H, d, J = 2,2 Hz, H-8), &4 6,95 (1H, d, J = 2,0
Hz, H-2"), 846,79 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-5"), &4 6,84 (1H, dd, J = 8,1; 2,0 Hz, H-6")

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 85,1 (C-2), & 73,7 (C-3), & 198,2 (C-4), & 101,7 (C-
43), & 165,3 (C-5), & 96,4 (C-6), & 169,3 (C-7), & 97,4 (C-8), & 164,5 (C-8a), & 129,9 (C-1"),
& 115,9 (C-2°), & 146,3 (C-3"), & 147,1 (C-4'), & 116,1 (C-5"), & 120,9 (C-6")

Bemerkungen: Die NMR Daten sind konsistent mit Daten von Nonaka et al. (1987). Der positive
Drehwert und das CD-Spektrum liefern den Hinwelis, dass es sich bei der Verbindung um (+)-
Taxifolin handeln konnte (Nonaka et al. 1987). Der Drehwert darf allerdings nicht als korrekter

Wert angesehen werden, da in dieser Fraktion noch zu ca. 20 % (+)-Epitaxifolin vorliegt.
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Allerdings misste, falls es sich um (-)-Taxifolin handeln sollte, der positive Drehwert weitaus

niedriger ausfallen.

3.2.153.2 (2S, 3R)-Epitaxifolin (38)

Fraktion: G7TH4H1 (4,4 mg, 2.1.9.4.2, S.71)
Aussehen: weilles Pulver

UV Amax: 290 nm, 320 nm

[a]zIf = 42,6 (c 1,12 in MeOH)

Positive ESI-HRMS: [M+H]* m/z 305,0660 (berechnet: C15H1307, 305,0656)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): & 5,28 (1H, d, J = 2,7 Hz, H-2), 64 4,17 (1H, d, J = 2,8 Hz,
H-3), 45,89 (1H, d, J = 2,1 Hz, H-6), &1 5,93 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-8), 16,99 (1H, d, J=2,0
Hz, H-2"), 846,75 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-5"), &4 6,82 (1H, dd, J = 8,2; 2,0 Hz, H-6")

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 82,9 (C-2), & 73,2 (C-3), & 196,4 (C-4), & 101,8 (C-
43), & 165,9 (C-5), & 97,3 (C-6), & 169,1 (C-7), & 96,4 (C-8), & 164,4 (C-8a), & 128,9 (C-1"),
& 115,9 (C-2°), & 146,1 (C-3°), & 146,5 (C-4'), & 115,9 (C-57), & 120,1 (C-6")

Bemerkungen: Die NMR Daten sind konsistent mit Daten von Nonaka et al. (1987). Der positive
Drehwert liefert den Hinweis, dass es sich bei der Verbindung um (+)-Epitaxifolin (Nonaka et al.
1987, [a]p =58,8) handeln konnte. Der Drehwert darf allerdings nicht als korrekter Wert
angesehen werden, da in dieser Fraktion zum grof3ten Teil (ca. 80 %) (+)-Taxifolin (Nonaka et al.
1987, [a]p = 17,3) vorlag. Allerdings misste, falls es sich um (-)-Epitaxifolin (Nonaka et al. 1987,

[a]p = -59,5) handeln sollte, der positive Drehwert weitaus niedriger ausfallen.
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3 Ergebnisse

3.2.1.5.3.3 (2R, 3R)-Taxifolin-3-O-p-arabinopyranosid (39)

5

OH

Fraktion: SSM7H6 (4,6 mg, 2.1.8.5.28, S.61)
Aussehen: gelbes Pulver

UV Amax: 292 nm, 330 nm

[a]2D5 = 27,3 (c 0,13 in MeOH)

CD (¢ 1,75 x 10 M in MeOH) Ae (nm): 2,52 (201), -1,99 (211), 2,65 (225), 1,01 (255), -3,56
(296), 1,05 (326)

Positive ESI-HRMS: [M+H]" m/z 437,1084 (berechnet: C20H21011, 437,1078)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): & 5,13 (1H, d, J = 10,6 Hz, H-2), &+ 4,79 (1H, d, J = 10,6
Hz, H-3), 345,92 (1H, d, J = 2,2 Hz, H-6), 845,90 (1H, d, J = 1,7 Hz, H-8), 616,96 (1H, d, J = 2,0
Hz, H-2'), 646,79 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-5), &4 6,84 (1H, dd, J = 8,1; 2,0 Hz, H-6"), &1 3,83 (LH,
brd, J = 3,9 Hz, H-17"), &+ 3,58 (1H, dd, J = 6,0; 3,8 Hz, H-2""), &4 3,54 (1H, dd, J = 5,8; 3,0 Hz,
H-3"), 343,79 (1H, dt, J = 7,3; 3,6 Hz, H-47"), 843,91 (1H, dd, J = 11,7; 7,4 Hz, H-5""a), &1 3,37
(1H, dd, J = 11,7; 3,6 Hz, H-5"'b)

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 83,8 (C-2), & 76,3 (C-3), & 196,1 (C-4), & 102,4 (C-
43), & 165,5 (C-5), & 97,4 (C-6), & 169,0 (C-7), & 96,4 (C-8), & 164,3 (C-84), & 129,0 (C-1°),
& 115,6 (C-2°), & 146,6 (C-3°), & 147,5 (C-4'), & 116,3 (C-5°), & 120,7 (C-6°), & 101,4 (C-
17), & 71,1 (C-2"), & 73,1 (C-3"), & 66,8 (C-4”"), & 63,3 (C-5")

Bemerkungen: Die NMR Daten stimmen mit Shahat et al. (1998) und Hosoi et al. (2006) uberein.
Hosoi et al. (2006) musste bei der Verschiebung von H-8 ein Schreibfehler unterlaufen sein (o
5,82 statt o 5,90), da ansonsten alle Verschiebungen teilweise bis auf eine Dezimalstelle identisch
sind. Der hier gemessene Drehwert ist genau entgegengesetzt zu dem ([a]o =-25,7) von
Sakushima und Nishibe (1988). Das CD-Spektrum ist analog zu dem von Hosoi et al. (2006). Der
negative Cotton-Effect bei 296 nm bzw. der positive Cotton-Effect bei 326 nm lassen auf eine
2R, 3R Konfiguration des Taxifolins schliefen. Da leider keine der angegebenen Quellen die
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3.2.1 Phenolische Verbindungen

Stereochemie des Zuckers ausreichend bestétigt hatte, konnte man hier nur von einer S-
Arabinopyranose ausgehen. Die pg-Konfiguration lasst sich anhand der kleinen

Kopplungskonstanten, 3Ju1', vz~ = 3,9 Hz belegen (Bergeron et al. 1998).

3.21534 (Cis)-Taxifolin-3-O-xylofuranosid (40)

40

Fraktion: SSM7H10 (7,6 mg, 2.1.8.5.28, S.61)
Aussehen: gelbes Pulver
UV Amax (Ig €): 270 nm (3,87), 290 nm (4,00), 340 nm (3,75)

26
D

Negative ESI-HRMS: [M-H] m/z 435,0936 (berechnet: C2oH19011, 435,0933)

(@ = -66,7 (c 0,76 in MeOH)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): & 5,40 (1H, brd, J = 2,4 Hz, H-2), 644,34 (1H, d, J=2,5
Hz, H-3), 845,90 (1H, d, J = 2,2 Hz, H-6), 645,95 (1H, d, J = 2,2 Hz, H-8), 646,99 (1H, d, J = 2,0
Hz, H-2), 46,77 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-5"), &1 6,86 (1H, dd, J = 8,3; 2,5 Hz, H-6"), 645,08 (LH,
d,J=0,8 Hz, H-1"), 64 3,91 (1H, dd, J = 4,0; 1,3 Hz, H-2""), &4 3,76 (LH, dd, J = 7,1; 4,1 Hz, H-
37), 843,20 (1H, m, H-4"), 643,45 (1H, dd, J = 12,2; 4,4 Hz, H-5""a), 6u 3,54 (1H, dd, J = 12,1;
2,9 Hz, H-5"'b)

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 82,0 (C-2), & 75,2 (C-3), & 194,4 (C-4), & 102,0 (C-
4a), & 166,1 (C-5), & 97,3 (C-6), & 168,8 (C-7), & 96,2 (C-8), & 164,4 (C-8), & 128,7 (C-1),
& 115,6 (C-2°), & 146,1 (C-3°), & 146,5 (C-4'), & 116,1 (C-5°), & 119,8 (C-6°), & 107,9 (C-
17), & 84,9 (C-2°"), & 78,2 (C-3"), & 83,7 (C-4""), & 61,9 (C-5")

Bemerkungen: Die NMR Daten des Aglykonteils sind &hnlich zu SSM7H11 (41), woraus sich
das Vorliegen eines Taxifolinderivates erschlieBen lsst. Die vicinale 3Jun Kopplung (J = 2,4 Hz)
zwischen H-2 und H-3 deutete auf eine cis Konfiguration hin. Das anomere Proton des Zuckers
(4 5,08, H-17) zeigte eine HMBC Kopplung mit C-3 (& 75,2), worauf sich die

153



3 Ergebnisse

Glykosidierungsposition an C-3 beweisen laiit. Die chemischen Verschiebungen des Zuckers sind
unterschiedlich zu einer Arabinofuranose. Vor allem der C-4"" (&c 83,7) Kohlenstoff ist weiter ins
Hochfeld verschoben und auch alle weiteren Kohlenstoffverschiebungen sind sehr &hnlich der
einer 5-D-Xylofuranose (Ritchie et al. 1975). Die groBRere Kopplungskonstante Juz~ 4~ = 7,1 Hz
im Gegensatz zu 3Jus~ 4~ ~5 Hz bei Arabinofuranosen deutete ebenfalls auf eine vicinale cis-
Stellung der H-3"" und H-4"" Protonen hin. Durch Simulation der Diederwinkel an einer
Xylofuranose und einer Arabinofuranose mittels Chem3D® (PerkinElmer) konnte gezeigt werden,
dass die cis-Stellung der H-3""/H-4"" Protonen bei Xylofuranosen einen kleineren Winkel @ ~ 45°
im Gegensatz zur trans-Stellung bei Arabinofuranosen (® = 90°) aufweisen (Abbildung 56). Unter
Beriicksichtigung der Karpluskurve sollte die *Jus~ 4~ Kopplung bei Xylofuranosen demnach auch
groRer sein. Aufgrund fehlender Literaturdaten zu Naturstoffglykosiden mit Xylofuranosen muss

diese Vermutung noch durch eine eingehendere Zuckeranalytik bestatigt werden.

Arabinofuranose | Xylofuranose

Abbildung 56 Simulation des Diederwinkels zwischen den vicinalen Protonen H-3"" und H-4"" einer Arabinofuranose und einer
Xylofuranose mittels Chem3D® (PerkinElmer).
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3.2.1 Phenolische Verbindungen

3.2.15.35 (2R, 3R)-Taxifolin-3-O-a-L-arabinofuranosid (41)

5

Fraktion: SSM7H11 (21,1 mg, 2.1.8.5.28, S.61)
Aussehen: gelbes Pulver

UV Amax: 255 nm, 270 nm, 295 nm, 340 nm

[a]2D6 = -435 (c 1,06 in MeOH)

Negative ESI-HRMS: [M-H] m/z 435,0936 (berechnet: C2oH19011, 435,0933)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): & 5,01 (1H, d, J = 11,7 Hz, H-2), &+ 4,87 (1H, d, J = 11,7
Hz, H-3), 845,91 (1H, d, J = 2,2 Hz, H-6), 645,89 (1H, d, J = 2,2 Hz, H-8), 647,00 (1H, d, J = 2,0
Hz, H-2), 4 6,81 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-5"), &4 6,87 (1H, dd, J = 8,1; 2,1 Hz, H-6"), &4 4,18 (LH,
brs, H-1""), & 3,88 (1H, d, J= 0,7 Hz, H-2""), &1 3,77 (1H, m, H-3""), 4 4,24 (1H, dt, J= 4.7,
2.9 Hz, H-4"), &4 3,59 (1H, dd, J = 11,7; 5,2 Hz, H-5""a), &u 3,63 (1H, dd, J = 11,6; 4,3 Hz, H-
5)

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 83,9 (C-2), & 74,7 (C-3), & 197,5 (C-4), & 102,2 (C-
4a), & 165,4 (C-5), & 97,4 (C-6), & 169,1 (C-7), & 96,5 (C-8), & 164,6 (C-84), & 129,6 (C-1°),
& 115,7 (C-2°), & 146,6 (C-3°), & 147,5 (C-4'), & 116,3 (C-5°), & 120,8 (C-6°), & 107,8 (C-
17), & 81,1 (C-27), & 79,2 (C-37), & 88,9 (C-47"), & 63,3 (C-57)

Bemerkungen: Die NMR Daten sind konsistent mit Ishimaru et al. (1995). Da noch zu ca. 30 %
Quercitin-3-O-a-L-arabinofuranosid vorliegt, kann der Drehwert nicht als korrekt angesehen
werden. Er kommt aber sehr nahe in den Bereich von dem von Ishimaru et al. (1995, [a]p = -32,0)

ermittelten Wert.
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3 Ergebnisse

3.2.15.3.6 (2R, 3R)-Taxifolin-3-O-4-D-xylopyranosid (42)

) OH
.
HO o) L
7 2\1 27 OH
NN O\ _OH
HOY Rn +
OH O © OH*

42

Fraktion: SSM7H5 (1,5 mg, 2.1.8.5.28, S.61)
Aussehen: gelbes Pulver

UV Amax: 295 nm, 335 nm

[a]z'f = 30,6 (c 0,16 in MeOH)

Positive ESI-HRMS: [M+H]* m/z 437,1080 (berechnet: C2oH21011, 437,1078)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): 345,19 (1H, d, J = 9,4 Hz, H-2), 844,72 (1H, d, J = 9,4 Hz,
H-3), &4 5,88 (1H, d, J = 2,1 Hz, H-6), &+ 5,89 (1H, d, J = 2,1 Hz, H-8), &4 6,93 (1H, d, J=1,9
Hz, H-2'), 646,78 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-5), &4 6,81 (1H, dd, J = 8,2; 2,0 Hz, H-6"), &4 3,87 (LH,
brd, J = 5,8 Hz, H-1""), & 3,23 (1H, brd, J = 5,9 Hz, H-2""), 34 3,22 (1H, d, J = 7,8 Hz, H-3""), &4
3,48 (1H, m, H-47"), & 3,93 (1H, dd, J = 11,7; 4,6 Hz, H-5""a), & 3,06 (1H, dd, J = 11,8; 8,5 Hz,
H-5""b)

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 83,6 (C-2), & 77,4 (C-3), & 1954 (C-4), & 102,2 (C-
43), & 165,7 (C-5), & 96,6 (C-6), & 169,2 (C-7), & 97,5 (C-8), & 164,1 (C-8a), & 129,0 (C-1°),
& 115,6 (C-2°), & 146,6 (C-3°), & 147,4 (C-4'), & 116,2 (C-5°), & 120,8 (C-67), & 103,0 (C-
17), & 73,4 (C-2"), & 75,8 (C-3"), & 70,8 (C-4”"), & 65,9 (C-5"")

Bemerkungen: Die NMR Daten und der Drehwert sind konsistent mit den Daten von Diibeler et
al. (1997, [a]p = 8,5).
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3.2.15.3.7 (Trans)-Taxifolin-3-O-(2"-O-acetyl) -arabinofuranosid (43)

Fraktion: SSM9H7 (53,4 mg, 2.1.8.5.29, S.62)
Aussehen: weilles Pulver

UV Amax (19 €): 290 nm (3,69), 325 nm (3,26)

[a]2D6 = 7,3 (c 1,07 in MeOH)

Positive ESI-HRMS: [M+H]* m/z 479,1183 (berechnet: C22H23012, 479,1184)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &4 5,04 (1H, d, J = 11,5 Hz, H-2), &+ 4,74 (1H, d, J = 11,5
Hz, H-3), &4 5,93 (1H, d, J = 2,2 Hz, H-6), 64 5,91 (1H, d, J = 2,2 Hz, H-8), 616,98 (1H, d, J =
2,0 Hz, H-2'), 646,79 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-5"), 64 6,83 (1H, dd, J = 8,1; 2,0 Hz, H-6"), &+ 4,12
(1H, brs, H-17"), 84,89 (1H, brd, J = 2,5 Hz, H-2""), &4 3,89 (1H, dd, J = 5,5; 2,5 Hz, H-3"), ok
4,26 (1H, dt, J = 5,3; 4,2 Hz, H-4"), &4 3,56 (1H, dd, J = 12,1; 5,6 Hz, H-5""a), &u 3,66 (1H, dd,
J=12,1; 3,9 Hz, H-5"'b), 641,97 (3H, s, CH3-2"")

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 83,7 (C-2), & 76,5 (C-3), & 196,6 (C-4), & 102,3 (C-
43), & 165,4 (C-5), & 97,5 (C-6), & 169,0 (C-7), & 96,5 (C-8), & 164,4 (C-8a), & 129,1 (C-1°),
& 1155 (C-2), & 146,5 (C-3"), & 147,3 (C-4'), & 116,2 (C-5), & 120,7 (C-6), & 106,3 (C-
17), & 84,5 (C-27"), & 76,8 (C-3"), & 86,6 (C-4”"), & 62,4 (C-57), & 171,4 (C-1"), & 20,6
(C-Hz-2"")

Bemerkungen: Mittels positivem ESI-HRMS konnte die Summenformel C2H22012 ermittelt
werden. Die NMR Daten des Aglykons waren nahezu identisch mit 42 und somit wurde fur die
Grundstruktur das trans-Taxifolin ermittelt. Die restlichen Kohlenstoffsignale konnten einer
Pentose (oc 106,3, oc 84,5, &c 76,8 und oc 86,6, oc 62,4) und einem Acylrest (oc 171,4 und 20,6)
zugeordnet werden. Bei der Pentose handelte es sich aufgrund der sehr &hnlichen Verschiebungen

und Kopplungskonstanten zu 44 und 53 wahrscheinlich um eine Arabinofuranose. Die Acylierung
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3 Ergebnisse

des C-2"-OH der Arabinose konnte mittels HMBC Korrelation zwischen CHs-2""" und C-2°

nachgewiesen werden (Abbildung 57). Um die absolute Stereochemie dieser neuen Verbindung

abzuklaren, sind noch weitere Analysen notig.
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Abbildung 57 Ausschnitte aus dem HMBC Spektrum von 43. Zu sehen ist eine “J-Kopplung zwischen H-2""" und dem C-2”"
(links) und eine eine 3J-Kopplung zwischen H-2"" und dem C-1""" (rechts), die die Acylierung der OH-Gruppe am C-2"" der

Pentose beweisen.

3.2.1.5.4 Flavonole

321541 Gmelinosid I (Myricetin 3-O-g-D-galactopyranosid, 44)

Fraktion: SSM7H3 (1,4 mg, 2.1.8.5.28, S.61)
Aussehen: gelbes Pulver

UV Amax: 260 nm, 305 nm, 365 nm

[a]2D5 = 131,7 (c 0,04 in MeOH)
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3.2.1 Phenolische Verbindungen

Positive ESI-HRMS: [M+H]* m/z 481,0982 (berechnet: C21H21013, 481,0977)

!H-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &+ 6,20 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-6), 64 6,39 (1H, d, J = 2,0 Hz,
H-8), &4 7,37 (1H, s, H-2"), 547,37 (1H, s, H-6"), 645,19 (1H, d, J = 7,9 Hz, H-1""), 543,82 (1H,
dd, J=9,6; 7,9 Hz, H-2""), 43,57 (1H, dd, J = 9,5; 3,3 Hz, H-3""), &4 3,86 (1H, brd, J = 3,2 Hz,
H-4"), & 3,48 (1H, brt, J = 6,0 Hz, H-57"), &4 3,65 (1H, dd, J =11,2; 6,1 Hz, H-6""a), &4 3,57
(1H, dd, J = 11,2; 6,3 Hz, H-6""b)

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 158,4 (C-2), & 136,0 (C-3), & 179,4 (C-4), & 105,6
(C-4a), & 163,1 (C-5), & 99,9 (C-6), & 166,1 (C-7), & 94,6 (C-8), & 158,4 (C-8a), & 121,7 (C-
1), & 109,9 (C-2), & 146,4 (C-3°), & 138,1 (C-4'), & 146,4 (C-5), & 109,9 (C-6°), & 105,5
(C-17), & 73,3 (C-2"), & 75,1 (C-3"), & 70,0 (C-4”"), & 77,2 (C-57"), & 61,9 (C-6")

Bemerkungen: Die UV Daten stimmen mit von Korul’kina et al. (2004) publizierten Werten
tiberein. Die *C NMR Daten sind konsistent mit Foo et al. (2000). Allerdings sind in der Literatur
keine ausflhrlichen Protonenverschiebungen angegeben. Dass es sich bei dem Zucker um eine
Galactose handeln muss, ergibt sich aus den kleineren Kopplungskonstanten zwischen H-4"" und
H-3" (J = 3,2 Hz) bzw. H-5"" (J <1 Hz); Kopplung konnte nicht ausreichend aufgeldst werden,
deswegen tragt sie zur Verbreiterung der Signale bei H-4"" und H-5"" bei). Der Drehwert ist
verschieden zu dem von Leo et al. (2006) ermittelten Wert (Lit.: [a]p = -52).

3.2.15.4.2 Hyperin 6"-gallat (Quercetin 3-(6""-O-galloyl-g-D-galactosid), 45)

Fraktion: SSM7H7 (1,9 mg, 2.1.8.5.28, S.61)
Aussehen: weillich-gelbes Pulver
Positive ESI-HRMS: [M+H]* m/z 617,1150 (berechnet: C2sH25016, 617,1137)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): & 6,18 (1H, d, J = 2 Hz, H-6), &+ 6,37 (1H, d, J = 1,9 Hz,
H-8), 647,77 (1H, d, J = 2,1 Hz, H-2"), 646,81 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-5"), &+ 7,55 (1H, dd, J = 8,5;
2,1 Hz, H-6"), 545,10 (1H, d, J = 7,8 Hz, H-1""), 53,84 (1H, dd, J = 9,5; 7,9 Hz, H-2""), 54 3,58
(1H, dd, J=9,8; 3,5 Hz, H-3""), &u 3,87 (1H, brd, J = 3,2 Hz, H-4""), & 3,79 (1H, brdd, J = 5,9;
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3,7 Hz, H-57), & 4,31 (1H, dd, J = 11,0; 7,0 Hz, H-6""a), & 4,20 (1H, dd, J = 11,0; 5,8 Hz, H-
67'h), 546,88 (1H, s, H-2"""), 616,88 (1H, s, H-6"")

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 159,3 (C-2), & 135,8 (C-3), n.d. (C-4), & 105,5 (C-4a),
& 162,9 (C-5), & 100,0 (C-6), & 165,8 (C-7), & 94,8 (C-8), & 158,5 (C-8a), & 122,8 (C-17), &
117,7 (C-2), & 145,9 (C-3"), & 150,0 (C-4"), & 116,3 (C-57), & 123,0 (C-67), & 105,6 (C-17),
& 73,0 (C-2°7), & 75,0 (C-37), & 70,1 (C-4”"), & 74,5 (C-57), & 63,8 (C-67), & 121,2 (C-
177), & 110,1 (C-2°), & 146,3 (C-37"), & 140,0 (C-4""), & 146,3 (C-5), & 110,1 (C-6""),
& 168,1 (C-77)

Bemerkungen: Die NMR Daten sind konsistent mit Kadota et al. (1990). Die Verbindung liegt zu
~ 18 % zusammen mit drei weiteren Substanzen vor, weswegen keine weiteren spektroskopischen

Daten angegeben werden.

3.2.15.4.3 Hyperosid (Quercetin 3-O-f-D-galactosid, 46)

- _OH

46

Fraktion: SSM7H8 (66,7 mg, 2.1.8.5.28, S.61)
Aussehen: gelbes Pulver

UV Amax: 255 nm, 270 nm, 300 nm, 360 nm

[az]zD6 = -33,7 (c 0,67 in MeOH)

Positive ESI-HRMS: [M+H]* m/z 465,1033 (berechnet: C21H21012, 465,1028)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &4 6,20 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-6), 646,40 (1H, d, J = 2,0 Hz,
H-8), 617,83 (1H, d, J = 2,1 Hz, H-2"), 616,86 (1H, d, J = 8,6 Hz, H-5), & 7,58 (1H, dd, J = 8,4;
2,2 Hz, H-6"), 845,16 (1H, d, J = 7,8 Hz, H-1"), &4 3,81 (1H, dd, J = 9,6; 7,9 Hz, H-2""), &1 3,55
(1H, dd, J = 9,7; 3,4 Hz, H-3""), 64 3,84 (1H, brd, J = 3,2 Hz, H-4""), &+ 3,46 (1H, dd, J = 6,0; 6,0
Hz, H-5"), &4 3,54 (1H, dd, J = 11,1; 6,5 Hz, H-6""a), &4 3,63 (1H, dd, J = 11,2; 6,0 Hz, H-6""b)

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 158,8 (C-2), & 135,8 (C-3), & 179,6 (C-4), & 105,6
(C-4a), & 163,0 (C-5), & 99,9 (C-6), & 166,1 (C-7), & 94,7 (C-8), & 158,5 (C-8a), & 122,9 (C-
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1), & 117,8 (C-2), & 145,8 (C-3'), & 150,0 (C-4"), & 116,1 (C-5), & 122,9 (C-6"), & 105,4
(C-17), & 73,2 (C-27), & 75,1 (C-3""), & 70,0 (C-4), & 77,2 (C-57"), & 61,9 (C-6"")

Bemerkungen: Die NMR Daten sind konsistent mit den Daten bei Cota et al. (2012). Der

Drehwert stimmt mit Eskalieva et al. (2004, [«]o = -71,5) Uberein.

3.2.15.4.4 Isoquercitrin (Quercetin-3-O-4-D-glucopyranosid, 47)

. _OH

Fraktion: SSM7H9 (25,6 mg, 2.1.8.5.28, S.61)
Aussehen: gelbes Pulver

UV Amax: 260 nm, 295 nm, 360 nm

[a]2D6 = 8,9 (c 1,28 in MeOH)

Positive ESI-HRMS: [M+H]* m/z 465,1035 (berechnet: C21H21012, 465,1028)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &+ 6,19 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-6), 64 6,38 (1H, d, J = 2,0 Hz,
H-8), 347,70 (1H, d, J = 2,1 Hz, H-2"), 816,85 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-5"), 64 7,57 (1H, dd, J = 8,7;
1,9 Hz, H-6"), 345,24 (1H, d, J = 7,6 Hz, H-17"), 64 3,48 (1H, dd, J = 9,3; 7,7 Hz, H-2""), &+ 3,42
(1H, dd, 9,0; 9,0 H-3""), & 3,34 (1H, dd, J = 9,2; 9,2 Hz, H-4""), &4 3,22 (1H, ddd, J = 9,6; 5,4;
2,4 Hz, H-5"), &4 3,57 (1H, dd, J = 11,7;5,4 Hz, H-6""a), &u 3,70 (1H, dd, J = 11,9; 2,2 Hz, H-
6"b)

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 159,0 (C-2), & 135,6 (C-3), & 179,5 (C-4), & 105,7 (C-
4a), & 163,0 (C-5), & 99,9 (C-6), & 166,0 (C-7), & 94,7 (C-8), & 158,5 (C-84), & 123,1 (C-1°),
& 117,6 (C-2°), & 145,9 (C-3°), & 149,8 (C-4'), & 116,0 (C-5°), & 123,2 (C-6°), & 104,3 (C-
17), & 75,7 (C-2"), & 78,1 (C-3""), & 71,2 (C-47"), & 78,4 (C-57"), & 62,5 (C-6"")

Bemerkungen: Die NMR Daten stimmen mit den bei Bouktaib et al. (2002) zu findenden tberein.
Nur der Drehwert ist weniger negativ als bei Bouktaib et al. (2002) beschrieben (Lit.: [a]p = -

71,5). Dies konnte durch Verunreinigungen verursacht sein.
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3.2.15.4.5 Avicularin (Quercitin-3-O-a-L-arabinofuranosid, 48)

48

Fraktion: SSM7H13 (20,5 mg, 2.1.8.5.28, S.61)
Aussehen: gelbes Pulver

UV Amax: 259 nm, 270 nm, 295 nm, 350 nm

[a]ZS = _144,3 (c 1,03 in MeOH)

Positive ESI-HRMS: [M+H]* m/z 435,0927 (berechnet: C2oH19011, 435,0922)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &4 6,19 (1H, d, J = 1,9 Hz, H-6), 646,37 (1H, d, J = 1,9 Hz,
H-8), &4 7,52 (1H, d, J = 2,1 Hz, H-2'), 516,89 (1H, d, J = 8,3 Hz, H-5"), 647,48 (1H, dd, J = 8,4;
2,0 Hz, H-6"), &4 5,46 (1H, br s, H-1""), & 4,33 (1H, brd, J =25 Hz, H-2""), & 3,91 (1H, dd,
J=51;3,0Hz, H-37), 843,86 (1H, dt, J = 4,4;4,7 Hz, H-4""), 6u 3,49 (1H, dd, J = 12,2; 4,9 Hz,
H-5""a), &+ 3,51 (1H, dd, J = 12,2; 3,9 Hz, H-5"b)

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 159,3 (C-2), & 134,9 (C-3), & 180,0 (C-4), & 105,6
(C-4a), & 163,0 (C-5), & 99,9 (C-6), & 166,0 (C-7), & 94,8 (C-8), & 158,5 (C-84), & 123,1 (C-
1), & 116,8 (C-2'), & 146,3 (C-3°), & 149,8 (C-4), & 1164 (C-5), & 123,0 (C-6"), & 109,5
(C-17), & 83,3 (C-2), & 78,7 (C-37), & 88,0 (C-47), & 62,5 (C-57)

Bemerkungen: Die NMR Daten und der Drehwert stimmen mit Schieber et al. (2002, [a]p = -
152) Uberein.
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3.2154.6 Quercitrin (Quercitin-3-O-a-L-rhamnopyranosid, 49)

Fraktionen: SSM7H14 (11,1 mg, 2.1.8.5.28, S.61), SSM9H2 (6,6 mg, 2.1.8.5.29, S.62)
Aussehen: gelbes Pulver

UV Amax: 255 nm, 300 nm, 350 nm

[a]2D6 = -126,1 (c 1,11 in MeOH)

Positive ESI-HRMS: [M+H]* m/z 449,1085 (berechnet: C21H21011, 449,1078)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &+ 6,19 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-6), 646,36 (1H, d, J = 1,9 Hz,
H-8), 347,33 (1H, d, J = 1,9 Hz, H-2"), 816,90 (1H, d, J = 8,3 Hz, H-5"), 64 7,30 (1H, dd, J = 8,3;
2,1Hz, H-6"), 345,34 (1H, d, J = 1,3 Hz, H-1""), 844,21 (1H, dd, J = 3,2; 1,7 Hz, H-2""), 543,74
(1H, dd, J = 9,4; 3,4 Hz, H-3""), 643,32 (1H, dd, J = 9,6; 9,6 Hz, H-4""), &+ 3,41 (1H, dg, J = 9,8;
6,1 Hz, H-5"), 340,93 (3H, d, J = 6,1 Hz, H-6")

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 159,3 (C-2), & 136,2 (C-3), & 179,7 (C-4), & 105,9
(C-4a), & 163,2 (C-5), & 97,8 (C-6), & 165,9 (C-7), & 94,7 (C-8), & 158,5 (C-84), & 123,0 (C-
1), & 116,9 (C-2), & 146,4 (C-3'), & 149,8 (C-4'), & 116,4 (C-5), & 122,9 (C-6°), & 103,5
(C-17), & 71,9 (C-27), & 72,1 (C-37), & 73,3 (C-47), & 72,0 (C-57), & 17,6 (C-6")

Bemerkungen: Die NMR Daten stimmen mit Jagan Mohan Rao et al. (2002) und der Drehwert
mit Nakabayashi et al. (2009, [a]p = -86) Uberein.
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3.2.1.5.4.7 Astragalin (Kampferol 3-O-f-glucopyranosid, 50)

2 _OH

Fraktion SSM9H1 (73,0 mg, 2.1.8.5.29, S.62)
Aussehen: gelbes Pulver

UV Amax: 260 nm, 295 nm, 350 nm

[a]2D5 = -7,8(c 0,73 in MeOH)

Positive ESI-HRMS: [M+H]* m/z 449,1082 (berechnet: C21H21011, 449,1078)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &+ 6,21 (1H, d, J = 2,2 Hz, H-6), & 6,41 (1H, d, J = 2,2 Hz,
H-8), &4 8,05 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-2), 646,89 (1H, d, J = 8,7 Hz, H-3"), 516,89 (1H, d, J = 8,7
Hz, H-5"), 648,05 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-6"), &+ 5,16 (1H, d, J = 7,6 Hz, H-1""), &4 3,45 (1H, dd,
J=9,0; 7,8 Hz, H-2""), 8 3,41 (1H, dd, J = 9,0; 9,0 Hz, H-3""), 64 3,32 (1H, dd, J = 9,5; 9,5 Hz,
H-4"), 343,20 (1H, ddd, J = 9,6; 5,4; 2,4 Hz, H-5""), &4 3,52 (1H, dd, J = 11,9; 5,4 Hz, H-6""a),
843,68 (1H, dd, J = 11,8; 2,3 Hz, H-6""b)

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 159,3 (C-2), & 135,5 (C-3), & 179,5 (C-4), & 105,7
(C-4a), & 163,0 (C-5), & 99,9 (C-6), & 166,1 (C-7), & 94,8 (C-8), & 158,5 (C-8a), & 122,7 (C-
1), & 132,3 (C-2), & 116,1 (C-3"), & 161,6 (C-4°), & 116,1 (C-5), & 132,3 (C-6"), & 104,3
(C-17), & 75,6 (C-27"), & 77,9 (C-37), & 71,3 (C-47"), & 78,4 (C-57), & 62,5 (C-6"")

Bemerkungen: Die NMR Daten sind konsistent mit denen von Han et al. (2004) publizierten
Werten. Nur der gemessene Drehwert liegt im Gegensatz dazu (Han et al. 2004, [a]p = 16) im
negativen Bereich. Aus diesem Grund konnte die absolute Stereochemie des Zuckers nicht

bewiesen werden.
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3.2.15.4.8 Kampferol 3-O-p-D-xylopyranosid (51)

_OH

Fraktion: SSM9H4 (27,1 mg, 2.1.8.5.29, S.62)
Aussehen: gelbes Pulver

UV Amax: 265 nm, 295 nm, 335 nm

[a]zlf = -48,4 (c 0,38 in MeOH)

Positive ESI-HRMS: [M+H]" m/z 419,0976 (berechnet: C20H19010, 419,0973)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &+ 6,22 (1H, d, J = 1,9 Hz, H-6), 846,43 (1H, d, J = 1,9 Hz,
H-8), &4 8,03 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-2"), 64 6,88 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-3'), 64 6,88 (1H, d, J = 8,8
Hz, H-5"), 648,03 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-6"), & 5,14 (1H, d, J = 7,3 Hz, H-1""), &4 3,50 (1H, dd,
J=88;7,2 Hz, H-2"), 643,40 (1H, dd, J = 8,8; 8,2 Hz, H-3""), &4 3,49 (1H, m, H-4""), &4 3,09
(1H, dd, J = 11,6; 9,5 Hz, H-5""a), &+ 3,76 (1H, dd, J = 11,6; 5,1 Hz, H-5""b)

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 159,1 (C-2), & 135,4 (C-3), & 179,4 (C-4), & 105,7
(C-4a), & 163,0 (C-5), & 99,8 (C-6), & 166,2 (C-7), & 94,8 (C-8), & 158,5 (C-8a), & 122,6 (C-
1), & 132,2 (C-2), & 116,2 (C-3"), & 161,7 (C-4), & 116,2 (C-5"), & 132,2 (C-6'), & 104,6

(C-17), & 75,1 (C-27), & 77,4 (C-3"), & 70,9 (C-47), & 67,2 (C-57")

Bemerkungen: Die NMR Daten und der Drehwert sind konsistent mit Elkhateeb et al. (2007,

[o]b = -56,3).
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3.2.15.49 Afzelin (Kampferol 3-O-a-L-rhamnopyranosid, 52)
~_OH

Fraktion: SSM9HS5 (3,3 mg, 2.1.8.5.29, S.62)
Aussehen: gelbes Pulver

UV Amax: 265 nm, 295 nm, 335 nm

[a]2D6 = 24,7 (c 0,33 in MeOH)

Positive ESI-HRMS: [M+H]* m/z 433,1136 (berechnet: C21H21010, 433,1129)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &+ 6,20 (1H, d, J = 2,1 Hz, H-6), &+ 6,38 (1H, d, J = 2,1 Hz,
H-8), 4 7,76 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-2"), 646,93 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-3"), 646,93 (1H, d, J = 8,8
Hz, H-5"), 847,76 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-6"), &+ 5,37 (1H, d, J = 1,6 Hz, H-1""), &+ 4,21 (1H, dd,
J=32;1,7Hz, H-2""), 843,70 (1H, dd, J = 9,1; 3,4 Hz, H-3""), &1 3,32* (1H, m, H-4"), &4 3,32*
(1H, m, H-57"), 640,91 (3H, d, J = 5,5 Hz, H-6"")

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 159,5 (C-2), & 136,2 (C-3), n.d. (C-4), & 105,9 (C-4a),
& 163,4 (C-5), & 99,8 (C-6), & 165,9 (C-7), & 94,8 (C-8), & 158,6 (C-8a), & 122,6 (C-1), &
131,9 (C-2'), & 116,5 (C-3"), & 161,5 (C-4"), & 116,5 (C-5), & 131,9 (C-67), & 103,5 (C-17),
& 71,9 (C-27), & 72,1 (C-37), & 73,2 (C-47), & 72,0 (C-57), & 17,7 (C-6")

* Uberlagert mit Lésungsmittel Signal; n.d.: nicht detektiert

Bemerkungen: Die NMR Daten und der Drehwert sind konsistent mit Chen et al. (2004, [a]p = -
165,2).
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3.2.15.4.10  Juglanin (Kampferol 3-O-a-L-arabinofuranosid, 53)

Fraktion: SSM9H6 (10,8 mg, 2.1.8.5.29, S.62)
Aussehen: gelbes Pulver

UV Amax: 270 nm, 285 nm, 340 nm

[a]2D6 = 77,9 (c 0,54 in MeOH)

Positive ESI-HRMS: [M+H]" m/z 419,0979 (berechnet: C20H19010, 419,0973)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &+ 6,20 (1H, d, J = 1,8 Hz, H-6), &4 6,40 (1H, d, J = 2,0 Hz,
H-8), 647,95 (1H, d, J = 8,9 Hz, H-2), 64 6,91 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-3"), &4 6,91 (1H, d, J = 8,8
Hz, H-5"), & 7,95 (1H, d, J = 8,9 Hz, H-6"), &1 5,48 (1H, br s, H-1""), &u 4,31 (1H, dd, J = 2,9;
1,1 Hz, H-2"), 643,90 (1H, dd, J =5,1; 3,1 Hz, H-3"), 8 3,79 (1H, dt, J = 4,5; 4,6 Hz, H-47"),
43,47 (2H, m, H-57)

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 159,4 (C-2), & 135,0 (C-3), & 179,9 (C-4), & 105,7
(C-4a), & 163,1 (C-5), & 99,9 (C-6), & 166,0 (C-7), & 94,8 (C-8), & 158,6 (C-84), & 122,8 (C-
1), & 132,0 (C-2°), & 116,5 (C-3), & 161,6 (C-4"), & 116,5 (C-5'), & 132,0 (C-6"), & 109,7
(C-17), & 83,4 (C-2""), & 78,6 (C-3"), & 88,0 (C-47), & 62,5 (C-57)

Bemerkungen: Die NMR Daten sind mit denen von Silva Sa et al. (2017) und der Drehwert mit
Nakaoki und Morita (1958, []p = -169,1) konsistent.
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3.215.4.11  Gujaverin (Quercetin 3-O-a-L-arabinopyranosid, 54)

Fraktion: SSM9H1 (73,1 mg), SSMINS (194,8 mg, 2.1.8.5.29, S.62)
Aussehen: gelbes Pulver

UV Amax: 258 nm, 300 nm, 355 nm

[a]ZD6 = 65,7 (c 0,15 in MeOH)

Positive ESI-HRMS: [M+H]* m/z 435,0927 (berechnet: C2oH19011, 435,0922)

IH-NMR (400 MHz, MeOD, 298 K): &4 6,13 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-6), 646,32 (1H, d, J = 2,1 Hz,
H-8), 647,70 (1H, d, J = 2,2 Hz, H-2"), 846,81 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-5), & 7,51 (1H, dd, J = 8 5;
2,2 Hz, H-6"), 515,10 (1H, d, J = 6,6 Hz, H-1""), 64 3,85 (1H, dd, J = 8,4; 6,7 Hz, H-2""), &4 3,60
(1H, dd, J = 8,5; 3,2 Hz, H-3""), &4 3.76% (1H, m, H-47"), &4 3,77 (1H, dd, J = 13,4; 3,0 Hz, H-
57"a), &u 3.40% (1H, m, H-5""b)

13C-NMR (100 MHz, MeOD, 298 K): & 157,3 (C-2), & 134,3 (C-3), & 178,0 (C-4), & 104,2
(C-4a), & 161,6 (C-5), & 98,5 (C-6), & 164,6 (C-7), & 93,3 (C-8), & 157,0 (C-8a), & 121,4 (C-
1), & 116,1 (C-2), & 144,5 (C-3"), & 1485 (C-4'), & 114,8 (C-5), & 121,5 (C-6°), & 103,3
(C-17), & 71,5 (C-27), & 72,8 (C-37), & 67,8 (C-4""), & 65,6 (C-57)

*Uberlagert

Bemerkungen: Die NMR Daten und der Drehwert sind mit Daten bei Schieber et al. (2002,
[a]p = -73,7) konsistent.
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3.2.1.6 Oligomere Proanthocyanidine

3.2.1.6.1 Procyanidin B1 (55)

Fraktion: G8M5HL1 (39,3 mg, 2.1.9.4.3, S.72)

Aussehen: beige-braunes Pulver

[oz]zl;L = 45,6 (c 1,12 in MeOH)

CD (c 1,75 x 10* M in MeOH) A& (nm): -28,65 (205), 17,74 (216), 7,33 (236), -1,39 (273)
Negative ESI-HRMS: [M-H] m/z 577,1359 (berechnet: C3oH25012, 577,1351)

'H-NMR (400 MHz, MeQOD, 233 K, 2 Rotamere: maj/min ca. 70:30): & maj 5,12 (1H, br s, H-2¢)
+ S min 5,19 (1H, brs, H-2¢), &1 maj 3,94 (1H, br's, H-3c) + &1 min 3,84 (1H, br s, H-3¢), &1 maj 4,67
(1H, br's, H-4c) + o1 min 4,47 (1H, br's, H-4c), 61 maj 5,93 (1H, d, J = 1,9 Hz, H-64) + 14 min 5,67
(1H, d, J = 2,0 Hz, H-64), &1 maj 5,91 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-84) + &1 min 3,39 (1H, d, J = 2,4 Hz, H-
84), OHmqj 6,87 (1H, d, J = 1,2 Hz, H-2"8) + oh min 6,87 (1H, d, J = 1,2 Hz, H-2'g), o1 mqj 6,69% (H-
5°8) + S min 6,692 (H-5"8), H maj 6,692 (H-68) + S min 6,69% (H-6"8), 1 maj 4,98 (1H, d, J=4,8
Hz, H-2F) + &1 min 3,92 (1H, m, H-2F), &4 mqj 4,18 (1H, m, H-3F) + & min 3,76 (1H, m, H-3F), &
maj 2,53 (1H, d, J = 16,6, 4,0 Hz, H-40r) + Simin 2,94 (1H, d, J = 15,9, 5,5 Hz, H-4aiF), &4 maj 2,60
(1H,d, J=16,6, 4,7 Hz, H-4BF) + o1 min 2,41 (1H, d, J = 16,1, 8,9 Hz, H-4BF), S maj 5,83 (1H, s,
H-6p) + S min 6,07 (1H, s, H-6p), SHmsj 6,83 (1H, d, J = 1,6 Hz, H-2"€) + & min 6,83 (1H, d, J = 1,6
Hz, H-2"g), &+ maj 6,69 (H-5"E) + SH min 6,69 (H-5"€), S+ mej 6,89 (1H, d, J =8,5 Hz, H-6'¢) + &
min 6,89 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-6"€)

2 (berlappend, maj: Major, min: Minor
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Bemerkungen: Die NMR Daten sowie das CD-Spektrum sind identisch mit bei Shoji et al. (2003)
und Wiesneth et al. (2015) publizierten Daten. Der Drehwert ist ebenfalls in Ubereinstimmung zu
Wiesneth et al. (2015, [«]p = 21,1).

3.2.1.6.2 Procyanidin B3 (56)

Fraktion: G8M5H2 (96,6 mg, 2.1.9.4.3, S.72)

Aussehen: beige-braunes Pulver

[aﬁ;‘ = 2224 (c 1,60 in MeOH)

CD (c 1,75 x 10* M in MeOH) A& (nm): -66,68 (213), -20,17 (235), -2,41 (285)
Negative ESI-HRMS: [M-H] m/z 577,1348 (berechnet: C3oH25012, 577,1351)

'H-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K, 2 Rotamere: maj/min ca. 66:33): S maj 4,25 (1H, d, J =9,7
Hz, H-2¢) + 1 min 4,35 (1H, d, J = 9,2 Hz, H-2¢), & maj 4,36 (1H, dd, J =9,5; 8,0 Hz, H-3¢) + on
min 4,52 (1H, d,J = 9,3 Hz, H-3c), imqj 4,41 (1H, d,J = 7,8 Hz, H-4c) + Smin 4,49 (1H,d,J =75
Hz, H-4c), o+ maj 5,88 (1H, br's, H-6a) + o1 min 5,81 (1H, br s, H-64), o maj 5,78 (1H, br s, H-84)
+ OH min 5,84 (1H, br s, H-84), o1 mqj 6,73 (1H, d, J=1,9 Hz, H-2"8) + &+ min 6,95 (1H, d, J=1,6
Hz, H-2'B), o mqj 6,67 (1H, d, J =8,2 Hz, H-5"8) + &1 min 6,76 (1H, d, J=8,1 Hz, H-5"B), &
maj 6,47 (1H, dd, J = 8,1; 1,8 Hz, H-6"8) + & min 6,82° (1H, dd, J = 8,2; 1,9 Hz H-6"B), SH mej 4,54
(1H, d, 3 =7,3 Hz, H-2F) + S min 4,74 (1H, d, J = 7,2 Hz, H-2¢), S maj 3,78 (1H, m, H-3¢) + &4
min 4,06 (1H, m, H-3¢), S maj 2,76 (1H, dd, J = 16,3; 5,5 Hz, H-40r) + S min 2,82 (1H, dd, J = 16,2;
5,4 Hz, H-4aF), 64 maj 2,48 (1H, dd, J = 16,2; 8,0 Hz, H-4BF) + S min 2,58 dd, J = 16,2; 7,7 Hz, H-
4BF), 4 maj 6,07* (1H, s, H-6p) + S min 5,94* (1H, s, H-6p), &1 msj 6,58 (1H, d, J = 1,9 Hz, H-27€)
+ SHmin 6,95 (1H, d, J = 1,6 Hz, H-2"€), S mqj 6,67 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-5"E) + Stimin 6,75 (1H, d,
J=8,2 Hz, H-5"E), & maj 6,25 (1H, dd, J =8,2; 1,8 Hz, H-6"E) + & min 6,82° (1H, dd, J = 8,0; 2,0
Hz, H-6"¢)
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* teilweise mit Deuterium ausgetauscht, ¢ Giberlappend

Bemerkungen: Die NMR Daten sowie der Drehwert stimmten mit Saito et al. (2002,
[a]p =-221) und die CD spektroskopischen Daten mit Shoji et al. (2003) sowie mit Wiesneth et
al. (2015) Uberein.

3.2.1.6.3 Procyanidin B4 (57)

Fraktion: G8M7H3 (21,4 mg, 2.1.9.4.4, S.73)

Aussehen: beige-braunes Pulver

[a]21)5 = 76,1 (c 1,05 in MeOH)
CD (c 1,75 x 10* M in MeOH) A& (nm): -33,19 (210), -1,21(286)
Negative ESI-HRMS: [M-H] m/z 577,1358 (berechnet: CaoH25012, 577,1351)

'H-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K, 2 Rotamere: maj/min ca. 63:37): & mqj 4,42 (1H, d, J = 9,7 Hz,
H-2¢) + o1 min 4,31a (1H, m, H-2¢), & maj 4,57 (1H, d, J =7,9 Hz, H-3¢) + &1 min 4,31a (1H, m,
H-3c), dumaj 4,63 (1H, d, J = 7,6 Hz, H-4c) + Sumin 4,46 (1H, dd, J = 6,3; 1,5 Hz, H-4c), &1 maj 5,79
(1H, d, J = 2,2 Hz, H-64) + Sumin 5,89 (1H, d, J = 2,1 Hz, H-64), &4 maj 5,84 (1H, d, J = 2,3 Hz, H-
8a) + SHmin 5,94 (1H, d, J = 2,4 Hz, H-84), dHmaj 6,99 (1H, d, J = 1,9 Hz, H-2"8) + 1 min 6,69 (1H,
d, J=1,9 Hz, H-2"g), &1 maj 6,79 (1H, d, J=8,2 Hz, H-5"8) + & min 6,61 (1H, d, J = 8,3 Hz, H-
5'8), OHmaj 6,86% (1H, dd, J = 8,2; 1,9 Hz, H-6'8) + dumin 6,41 (1H, dd, J=8,2; 1,9 Hz, H-6"8), cn
maj 4,93 (1H, br s, H-2) + &4 min 4,81 (1H, br's, H-2F), &4 maj 4,23 (1H, m, H-3F) + & min 4,05 (1H,
m, H-3F), &1 maj 2,90 (1H, dd, J = 16,7; 4,4 Hz, H-40i) + &4 min 2,87 (1H, dd, J = 17,0; 5,0 Hz, H-
4a), S4mej 4,82 (1H, dd, J = 16,7; 1,6 Hz, H-4BE) + S min 2,70 (1H, dd, J = 17,0; 2,3 Hz, H-4pB¢),
S maj 5,95 (1H, s, H-6p) + &4 min 6,10 (1H, s, H-6p), &4 mqj 7,09 (1H, d, J =1,8 Hz, H-2'g) + &4
min 6,67 (1H, d, J=1,7 Hz, H-2€), &1 mqj 6,78 (1H, d, J=8,3 Hz, H-5€) + & min 6,71 (1H, d,
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J=8,2 Hz, H-5"E), & mqj 6,862 (1H, dd, J =8,2; 1,9 Hz, H-6"E) + 4 min 6,44 (1H, dd, J =8,2; 1,6
Hz, H-6"g)

a = Uberlappend

Bemerkungen: Die NMR und polarimetrischen Daten sind konsistent mit Nakajima et al. (2003,
[a]p = -222) und die CD spektroskopischen Daten identisch mit Wiesneth et al. (2015).

3.2.1.6.4 Prodelphinidin B3 (58)

Fraktion: G9M4 (11,9 mg, 2.1.9.3.3, S.67)

Aussehen: beige-braunes Pulver

[a]2D5 = -173,7 (c 1,15 in MeOH)

CD (c 1,75 x 10* M in MeOH) A& (nm): -65,59 (214), -10,31 (242)
Negative ESI-HRMS: [M-H] m/z 593,1305 (berechnet: C3oH25013, 593,1301)

'H-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K, 2 Rotamere: maj/min €a. 58:42): Smqj 4,22 (1H, d, J = 9,9 Hz,
H-2c¢) + 1 min 4,26 (1H, d, J = 9,5 Hz, H-2¢), d4maj 4,36 (1H, m, H-3c) + &1 min 4,51 (1H, m, H-
3c), OHmaj 4,43 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-4c) + d1min 4,47 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-4c), 1 mej 5,73 (1H,
d, J=2,4 Hz, H-6a) + Simin 5,79 (1H, d, J = 2,4 Hz, H-64), S+ mqj 5,89 (1H, d, J = 2,4 Hz, H-84)
+ SHmin 5,81 (1H, d, J = 2,4 Hz, H-84), 1 mgj 6,35 (1H, s, H-2"8) + &1 min 6,51 (1H, s, H-2'8), S
maj 6,35 (1H, s, H-6"8) + & min 6,51 (1H, s, H-6"8), &1 maj 4,67 (1H, d, J = 6,5 Hz, H-2¢) + S min
4,73 (1H, d, J=7,3 Hz, H-2f), &4 maj 3,84 (1H, m, H-3¢) + S min 4,06 (1H, m, H-3g), S maj 2,64
(1H, dd, J = 16,2; 5,1 Hz, H-40iF) + S min 2,80 (1H, dd, J = 16,2; 5,4 Hz, H-4a), S maj 2,49 (1H,
dd, J = 16,2; 7,2 Hz, H-4BF) + S4min 2,56 (1H, dd, J = 16,1; 7,7 Hz, H-4BF), 64 maj 6,05 (1H, s, H-
6o) + H min 5,93 (1H, s, H-6p), &+ mej 6,52 (1H, d, J=1,9 Hz, H-2"E) + &1 min 6,95 (1H,d, J=1,9
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Hz, H-2'g), Sumaj 6,59 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-5"¢) + & min 6,75 (1H, d, J = 8,1 Hz, H-5'€), &1 maj
6,05 (1H, dd, J = 8,2; 1,8 Hz, H-6') + &+min 6,82 (1H, dd, J = 8,3; 1,9 Hz, H-6€)

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & maj 84,3 (C-2c) + &c min 84,3 (C-2c)&c maj 73,4 (C-3c) + &
min 73,5 (C-3c)dc maj 38,6 (C-4c) + ¢ min 38,4 (C-4c) o maj 107,1 (C-4an) + ¢ min 107,2 (C-4aa) oc maj
157,1 (C-5a) + &c min 157,4 (C-54) &c maj 96,7 (C-64) + ¢ min 97,4 (C-64) & maj 157,1 (C-7a) &c maj 97,2
(C-84) + & min 96 (C-84) I maj 158,6 (C-8aa) + & min 158,5 (C-8aa) & maj 131,5 (C-1'8) + & min 131,5
(C-1"8) & maj 108,1 (C-2"8) + &c min 108,1 (C-2"8) & maj 146,5 (C-378) + &c min 146,6 (C-3'8) & maj 134,1
(C-4'g) + 6c min 134,1 (C-4"8)0c maj 146,5 (C-5'8) + ¢ min 146,6 (C-5"8) ¢ mej 108,1 (C-6'8) + OC min
108,1 (C-6"8) & maj 81,8 (C-2F) + ¢ min 82,8 (C-2¢) Oc maj 68,5 (C-3F) + ¢ min 68,5 (C-3r) &c maj 27,7 (C-
4) + 6c min 27,4 (C-4F)6c mej 101,3 (C-4ap) + oc min 100,2 (C-4ap) dc maj 155,8 (C-5p) + ¢ min 155,6
(C-5p) Oc maj 95,7 (C-6p) + ¢ min 97,2 (C-6p) Oc maj 155,7 (C-7p) + Oc min 155,8 (C-7p) &c mej 107,8 (C-
8b) + oc min 108,3 (C-8p)Ac maj 154,4 (C-8ap) + ¢ min 155 (C-8ap)dc maj 131,8 (C-1"g) + dc min 132,1
(C-1"e) 6c maj 114,9 (C-2"¢) + ¢ min 115 (C-2"g) O maj 145,2 (C-3"E) + dc min 146 (C-3") &c maj 145,5 (C-
4'g) + oc min 146,1 (C-4e) 0 maj 116,2 (C-5"€) + &c min 116 (C-5") & maj 119,3 (C-6'¢) + dc min 120,1
(C-6g)

Bemerkungen: Die NMR- sowie die polarimetrischen Daten stimmen mit Fujii et al. (2013,
[a]p =-207) und die CD Daten mit Esatbeyoglu et al. (2014) tberein.

3.2.1.6.5 Arecatannin Al (Epicatechin-(48—8)-Epicatechin-(4p—8)-Catechin, 59)

_OH

6 e

HO. A O “
) OH

Fraktion: GOM6H2 (25,2 mg, 2.1.9.4.5, S.73)

Aussehen: beige-braunes Pulver
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[aﬁf’ = 44,6 (c 1,26 in MeOH)

CD (¢ 1,75 x 10 M in MeOH) Ae (nm): -48,35 (206), 30,8 (219), 17,47 (235), -2,70 (279), 0,37
(309)

Negative ESI-HRMS: [M-H] m/z 865,2001 (berechnet: C4sH3701s, 865,1985)

IH-NMR (400 MHz, MeOD, 233 K): 64 5,08 (1H, br s, H-2¢), 64 3,98 (1H, d, J = 1,4 Hz, H-3c),
514,68 (1H, br s, H-4c), 645,95 (1H, d, J = 2,2 Hz, H-6a), 645,99 (1H, d, J = 2,2 Hz, H-8x),
516,90 (1H, d, J = 1,5 Hz, H-28), &4 6,71 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-5'8), o1 6,66-6,70 (M, H-6'g),
815,32 (1H, br's, H-2¢), &1 4,08 (1H, d, J = 1,6 Hz, H-3¢), &4 4,77 (1H, br s, H-4¢), 645,87 (1H,
s, H-6p), 647,04 (1H, d, J = 1,3 Hz, H-2'¢), 546,68 (1H, d, J = 8,3 Hz, H-5'¢), & 6,78 (1H, dd,
J=85, 1,3 Hz, H-6'), 645,06 (1H, d, J = 4,7 Hz, H-2)), 44,22 (1H, dd, J = 9,1, 4,5 Hz, H-3)),
842,50 (1H, dd, J = 16,5, 4,1 Hz, H-4au), &4 2,62 (1H, dd, J = 16,5, 4,4 Hz, H-4B1), 645,89 (1H,
s, H-6c), 646,84 (1H, d, J= 1,4 Hz, H-2'w), 646,71 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-5"w), &4 6,92 (1H, dd,
J=8,6, 1,4 Hz, H-6")

13C-NMR (100 MHz, MeOD, 233 K): & 76,7 (C-2c), & 73,5 (C-3¢), & 36,8 (C-4c), & 101,9 (C-
4ap), & 157,8 (C-54), & 95,8 (C-64), & 157,8 (C-7a), & 95,8 (C-8a), & 157,8 (C-8an), & 132,5
(C-1's), & 114,6 (C-2'8), & 145,6 (C-3's), & 145,2 (C-4's), & 115,7 (C-5'8), & 118,9 (C-6'5),
& 76,8 (C-2¢), & 72,3 (C-3¢), & 37,0 (C-4¢), & 102,5 (C-4ap), & 157,0 (C-5p), & 96,5 (C-6p),
& 156,8 (C-7p), & 106,2 (C-8p), & 154,8 (C-8ap), & 132,8 (C-1'), & 114,6 (C-2'), & 145,7
(C-3'e), & 1451 (C-4¢), & 1159 (C-5%), & 118,22 (C-66), & 81,3 (C-21), & 68,0 (C-3)),
& 25,9 (C-41), & 99,8 (C-4ac), & 155,7 (C-56), & 96,7 (C-6), & 156,4 (C-7c), & 108,1 (C-8c),
& 153,6 (C-8aa), & 132,3 (C-1'), & 113,5 (C-2'w), & 145,7 (C-3'w), & 145,6 (C-4'w), & 115,7
(C-5'H), & 119,0 (C-6"1)

Bemerkungen: Die NMR Daten stimmen mit Shoji et al. (2003) Gberein. Wie schon von Wiesneth
(2017) erwahnt, handelt es sich um einen Tippfehler bei den Kopplungskonstanten von H-3c und
H-3r. Da bei den oberen beiden Einheiten Epicatechine vorliegen, liegen die vicinalen Kopplungen
zwischen H-3c und H-4¢ bzw. zwischen H-3r und H-4¢ bei J < 2 Hz und nicht wie bei Shoji et al.
(2003) bei J > 5 Hz. Der Drehwert liegt in einem &hnlichen Bereich wie von Saito et al. (2004,
[a]o = 56,9) beschrieben. Der positive Cotton Effekt zwischen 220-240 nm im CD-Spektrum ist
analog zu Esatbeyoglu et al. (2011).
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3.2.1.6.6 Procyanidin C2 (Catechin-(4p—38)-Catechin-(48—8)-Catechin, 60)

_~_OH
HO__~u. O J\'
OH

e

Fraktion: GIOM7H1 (21,6 mg, 2.1.9.4.8, S.75)

Aussehen: beige-braunes Pulver

[a]2D6 = 2142 (c 1,05 in MeOH)

CD (c 1,75 x 10* M in MeOH) A& (nm): -99,96 (217), -37,40 (235), 0,95 (277), -1,84 (289)
Negative ESI-HRMS: [M-H] m/z 865,1995 (berechnet: CasH3701s, 865,1985)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &1 4,40 (1H, d, J=10,1 Hz, H-2c), 614,58 (1H, dd,
1=10,1; 8,3 Hz, H-3c), 614,42 (1H, d, J=8,5 Hz, H-4c), 645,76 (1H, d, J= 1,8 Hz, H-6),
545,80 (1H, d, 3= 2,2 Hz, H-8), &4 6,92 (1H, d, J = 1,8 Hz, H-2's), &4 6,77 (1H, d, J = 8,5 Hz,
H-5g), 646,80 (1H, dd, J = 8,9; 1,7 Hz, H-6's), 614,23 (1H, d, J = 10,1 Hz, H-2¢), 644,81 (1H,
dd, J=10,1; 6,8 Hz, H-3¢), &1 4,46 (1H, d, J = 6,7 Hz, H-4¢), 645,90 (1H, s, H-6p), &16,73 (1H,
d,J=1,8 Hz, H-2'5), 616,56 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-5'¢), &4 6,18 (1H, dd, J = 8,3: 1,4 Hz, H-6),
544,55 (1H, d, J=7.2 Hz, H-2)), 613,90 (1H, dd, J=13,4; 7,0 Hz, H-3)), 542,68 (1H, dd,
J=16,6; 5,9 Hz, H-4a), &4 2,54 (1H, dd, J = 16,8; 7.4 Hz, H-4B1), 646,11 (1H, s, H-6c), 1 6,91
(1H, d, 3= 1,4 Hz, H-2'1), 64 6,72 (1H, d, J = 7,9 Hz, H-5"1), &4 6,33 (1H, dd, J = 8,3: 1,4 Hz, H-
6'H)

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 83,7 (C-2c), & 72,7 (C-3c), &k 38,7 (C-4c), & 106,7 (C-
4an), & 157,6 (C-5a), & 97,3 (C-64), & 157,3 (C-7a), & 96,0 (C-84), & 158,5 (C-8an), & 132,0
(C-1'8), & 116,4 (C-2'5), & 145,9 (C-3'8), & 146,1 (C-4'8), & 116,1 (C-5'5), & 121,1 (C-6'8),
5 85,5 (C-2¢), & 73,0 (C-3¢), & 39,1 (C-4f), & 107,4 (C-4ap), & 155,6 (C-5p), & 98,7 (C-6p),
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& 155,5 (C-7p), & 109,1 (C-8p), & 157,9 (C-8ap), & 1324 (C-1'), & 117,3 (C-2'¢), & 145,3
(C-3'e), & 1456 (C-4¢), & 116,6 (C-5€), & 1204 (C-6€), & 83,3 (C-21), & 69,0 (C-3)),
& 29,1 (C-41), & 103,6 (C-4ac), & 155,7 (C-56), & 96,7 (C-6), & . d. (C-7c), & 108,9 (C-8),
& 155,6 (C-8ac), & 131,6 (C-1'), & 114,1 (C-2'w), & 146,7 (C-3'w), & 146,2 (C-4'w), & 115,7
(C-5'W), & 120,5 (C-6"1),

n. d.: nicht detektiert

BC-NMR (150 MHz, H,0/D;0: 9:1, 298 K): & 81,8 (C-2c), & 73,2 (C-3c), & 36,6 (C-4c),
& 107,4 (C-4an), & 156,6 (C-54), & 95,3 (C-64), & 154,3 (C-74), & 96,7 (C-84), & 154,7 (C-
8aa), & 130,6 (C-18), & 116,2 (C-2'8), & 142,9-144,4 (C-3's), & 142,9-144,5 (C-4's), & 116,2
(C-5'8), & 119,9 (C-6'8), & 81,6 (C-2¢), & 73,1 (C-3r), & 37,3 (C-4¢), & 108,2 (C-4ap),
& 153,7 (C-5p), & 96,6 (C-6p), & 153,4 (C-7p), & 108,6 (C-8p), & 155,8 (C-8ap), & 131,3 (C-
1'g), & 115,7 (C-27€), & 142,9-144,6 (C-3'€), & 142,9-144,7 (C-4'¢), & 115,6 (C-5'€), & 120,7
(C-6'g), & 77,9 (C-2)), & 65,0 (C-3)), & 21,8 (C-41), & 99,3 (C-4ac), & 153,1 (C-5¢), & 95,1
(C-6c), & 153,4 (C-7c), & 108,3 (C-86), & 151,3 (C-8ag), & 131,7 (C-1'w), & 112,7 (C-2'w),
& 142,9-144,8 (C-3'w), & 142,9-144,9 (C-4'w), & 115,6 (C-5'k), & 117,4 (C-6'1)

Bemerkungen: Da in der Literatur keine in MeOD gemessenen NMR Daten zu finden sind, wurde
zusétzlich ein ¥C Spektrum in H20/D,0 (9:1) aufgenommen. Der Abgleich der so erhobenen
NMR Daten mit Tarascou et al. (2007) bestatigte die Vermutung, dass es sich um Procyanidin C2
handelt. Der Drehwert stimmt mit den Werten bei Saito et al. (2004) und Thompson et al. (1972)
uberein, [a]p =-233,7 bzw. [a]p = -173. Der starke negative Cotton Effect zwischen 220-240 nm
spricht fir die a-Konfiguration an den C-4 Kohlenstoffen der beiden oberen Einheiten (Barrett et
al. 1979).
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3.2.1.6.7 Catechin-(4p—8)-Epicatechin-(4p—8)-Catechin (61)

_~_OH
HO O \‘\'
) OH

5

Fraktion: G11M7H1 (26,4 mg, 2.1.9.4.9, S.76)

Aussehen: beige-braunes Pulver

[a]2D6 = -44,7 (c 1,30 in MeOH)

CD (¢ 1,75 x 10 M in MeOH) A& (nm): -49,08 (211), -5,77 (225), 2,86 (240), -0,32 (247), -2,23
(284)

Negative ESI-HRMS: [M-H] m/z 865,1999 (berechnet: C4sH3701s, 865,1985)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &+ 4,48 (1H, d, J = 9,7 Hz, H-2c), &4 4,67 (1H, dd, J = 9,6,
8,3 Hz, H-3c), 644,73 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-4c), 645,84 (1H, m, H-64), 645,85 (1H, m, H-84),
847,02 (1H, d, J=1,7 Hz, H-2'8), 46,81 (1H, d, J=8,1 Hz, H-5'8), 56,88 (1H, dd, J = 7,5,
1,4 Hz, H-6"8), &4 5,24 (1H, br's, H-2¢), 643,99 (1H, br's, H-3¢), 644,74 (1H, d, J = 1,1 Hz, H-
4¢), 846,00 (1H, s, H-6p), &+ 7,01 (1H, d, J= 1,5 Hz, H-2'€), &+ 6,72 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-5€),
546,68 (1H, dd, J=8,2, 1,4 Hz, H-6), 544,94 (1H, d, J=58 Hz, H-2), 44,14 (1H, dd,
J=11,1, 5,6 Hz, H-3)), 842,68 (1H, dd, J = 13,4, 4,9 Hz, H-4ou), 842,62 (1H, dd, J = 16,4, 6,0
Hz, H-4B1), &4 5,90 (1H, s, H-6¢c), on 6,91 (1H, d, J = 1,4 Hz, H-2'w), &4 6,74 (1H, d, J = 8,3 Hz,
H-5"1), 6+ 6,89 (1H, dd, J =79, 1,6 Hz, H-6"1)

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 83,6 (C-2c), & 73,1 (C-3¢), & 39,1 (C-4c), & 107,2 (C-
4aa), & 157,5 (C-5a), & 97,7 (C-6a), & 157,4 (C-7a), & 96,1 (C-8a), & 158,5 (C-8aa), & 132,6
(C-1'g), & 116,4 (C-2'), & 146,6 (C-38), & 146,2 (C-4'8), & 116,0 (C-58), & 121,3 (C-6's),
& 77,4 (C-2¢), & 72,7 (C-3¢), & 37,1 (C-4¢), & 101,3 (C-4ap), & 157,1 (C-5p), & 97,7 (C-6p),
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& 157,1 (C-Tp), c 107,4 (C-8p), & 155,8 (C-8ap), & 133,0 (C-1'), & 115,0 (C-2'e), & 145,9
(C-3%), & 1453 (C-4%), & 116,0 (C-5%), & 118,7 (C-6%), & 82,1 (C-2), & 68,4 (C-3),
& 26,9 (C-41), & 100,7 (C-4ag), & 155,8 (C-5¢), & 97,4 (C-6c), & 156,1 (C-7g), & 107,8 (C-
8c), & 1539 (C-8ac), & 1326 (C-1'w), & 114,6 (C-2'w), & 1460 (C-3'1), & 146,1 (C-4'w),
& 116,2 (C-5'w), &c 119,4 (C-6'w)

Bemerkungen: Die NMR- sowie die CD spektroskopischen Daten stimmen mit den Werten bei
Wiesneth (2017) uberein. Ebenso wie in dieser Veroffentlichung konnte keine 3Juc HMBC
Kopplung von H-2r auf C-8ap detektiert werden. Der Drehwert liegt im Gegensatz zu Wiesneth
(2017, [e]lp=73,2) im negativen Bereich. Da allerdings die NMR sowie die CD
spektroskopischen Daten in sehr guter Ubereinstimmung sind, ist beim Drehwert von einer

Beeinflussung durch Minorkomponenten in der Probe auszugehen.

3.2.1.6.8 Procyanidin B7 (Epicatechin-(4f—6)-Catechin (62)

HO. A Ol X
NS0

“'OH
OH
_ F
HO” ™
2’ A 6"
HO ™YY
OH

Fraktion: GOM8HL1 (19,6 mg, 2.1.9.4.6, S.74)

Aussehen: beige-braunes Pulver

leff, = 123(c131in MeOH)

CD (¢ 1,75 X 10* M in MeOH) A& (nm): -14,95 (205), 10,04 (217), 8,30 (240), -1,14 (280)
Negative ESI-HRMS: [M-H] m/z 577,1360 (berechnet: C3oH25012, 577,1351)

!H-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K, 2 Rotamere: maj/min ca. 60:40): & 4,91 (1H, br s, H-2¢),

844,01 (1H, br s, H-3c), 644,56 (1H, d, J=1,1 Hz, H-4c), &4 6,00 (1H, d, J=1,7 Hz, H-6a),
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846,05 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-8a), 646,89 (1H, d, J = 1,7 Hz, H-2'8), 546,73 (1H, d, J = 8,1 Hz,
H-5'5), 646,69 (1H, dd, J = 8,2; 1,8 Hz, H-6"g), 644,58 (1H, d, J = 7,4 Hz, H-2¢), 643,97 (1H,
m, H-3¢), &4 2,76 (LH, m, H-4ar), &4 2,46 (1H, dd, J = 15,3; 7,4 Hz, H-4BF), S1 maj 5,85 (1H, s, H-
80), S+min 6,16 (1H, s, H-8p), ou 6,84 (1H, d, J = 1,9 Hz, H-2"¢), 846,75 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-
5'¢), 64 6,72 (1H, dd, J = 7,9; 2,1 Hz, H-6E)

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 77,3 (C-2¢), & 72,7 (C-3¢), & 37,7 (C-4c), & 99,8 (C-
4ap), & 159,4 (C-54), &c 96,8 (C-64), &c 159,4 (C-74), &c 96,1 (C-84), &c 158,0 (C-8aa), & 132,3
(C-1"g), &c 115,2 (C-27), &c 146,2 (C-37B), &c 145,7 (C-4'B), &c 115,9 (C-5'B), & 119,2 (C-6"p),
oc 82,6 (C-2¢), & 68,8 (C-3F), oc 28,6 (C-4F), & 101,4 (C-4ap), oc 155,7 (C-5p), &c 108,2 (C-6p),
oc 155,9 (C-7p), dcmej 96,8 (C-8p), dcmin 99,8 (C-8p), & 155,0 (C-8ap), oc 132,2 (C-1'g),
oc 115,2 (C-2°g), &c 146,3 (C-3'E), &c 146,0 (C-47E), &c 116,1 (C-5g), & 120,0 (C-6)

Bemerkungen: Alle spektroskopischen Daten stimmen mit denen von Wiesneth (2017) tberein
(Lit.: [a]o = 65,9).

3.2.1.6.9 Arecatannin A; (Epicatechin-(4p—8)-Epicatechin-(4—8)-Epicatechin-
(4p—8)-Catechin, 63)

Fraktion: GIOM7H2 (20,6 mg, 2.1.9.4.8, S.75)

Aussehen: beige-braunes Pulver

179



3 Ergebnisse

[a]zl;‘ = 80,5 (c 1,03 in MeOH)

CD (c 1,75 x 10* M in MeOH) A& (nm): -49,91 (205), 34,21 (218), 32,35 (238), -1,73 (274)
Negative ESI-HRMS: [M-H] m/z 1153,2637 (berechnet: CeoH49024, 1153,2619)

IH-NMR (400 MHz, MeOD, 233 K): 645,29 (1H, br s, H-2c), 614,08 (1H, br s, H-3c), & 4,74
(1H, br s, H-4c), 645,97 (1H, br s, H-65), &4 6,01 (1H, br s, H-84), 647,12 (1H, br s, H-2"s),
3 6,64-6,80 (H-5'g), o 6,64-6,80 (H-6'8), 6 5,10° (LH, br s, H-2¢), & 3,98 (1H, d, J = 1,6 H-
3F), 44,72 (1H, brs, H-4¢), 615,925 (1H, s, H-6p), &1 6,89 (1H, br s, H-2), & 6,64-6,80 (H-
5'€), &4 6,65-6,69 (H-6'g), &4 5,37 (1H, brs, H-2)), 814,13 (1H, d, J = 1,4 H-3)), 644,79 (1H, br
s, H-4)), 545,935 (1H, s, H-63), 4 7,04 (1H, br s, H-2"), 64 6,64-6,80 (H-5"1), 4 6,831 (1H, m,
H-6"n), o4 5,08% (1H, m, H-21), &1 4,23 (1H, m, H-3\), &4 2,51' (1H, m, H-4aw), 4 2,60' (1H, m,
H-4PBL), 645,90 (1H, s, H-65), &4 6,84 (1H, m, H-2k), &4 6,64-6,80 (H-5"k), &4 6,93 (1H, m, H-
6'k)

1C-NMR (100 MHz, MeOD, 233 K): & 76,2 (C-2c), & 72,9 (C-3c), & 37,0 (C-4c), & 102,0 (C-
4ap), & 157,6*" (C-54), & 95,4' (C-6a), & 158,6 (C-74), & 95,5' (C-8a), & 157,6%" (C-8aa),
& 132,3 (C-1'g), & 114,4 (C-28), & 145,4° (C-3'), &c 144,8 (C-4), & 115,4 (C-5's), &c 118,1
(C-6'8), & 76,4 (C-2¢), & 73,3 (3F), & 36,6 (C-4F), & 101,8 (C-4ap), & 157,0 (C-5p), & 96,5
(C-6p), & 156,4 (C-7p), & 106,2 (C-8p), & 154,7 (C-8ap), & 132,2 (C-1e), & 114,6 (C-2'g),
& 145,5° (C-3€), & 145,0 (C-4'g), & 115,4 (C-5'¢), & 118,6 (C-6'), & 76,5 (C-21), & 71,8 (C-
31), & 36,8 (C-41), & 102,4 (C-4ac), & 157,4 (C-5¢), & 96,5 (C-66), & 156,1 (C-7c), & 106,7
(C-8), & 154,5 (C-8ag), & 132,4 (C-1'n), & 114,5 (C-2'n), & 145,5° (C-3'1), & 144,9 (C-4'w),
& 115,4 (C-5'w), & 118,3 (C-6'n), & 81,0 (C-21), & 67,7 (C-3L), & 25,6 (C-41), & 99,5 (C-4ay),
& 155,4 (C-5), & 96,2 (C-6y), & 157,6%" (C-73), & 107,8 (C-8y), & 153,3 (C-8ay), & 132,0 (C-
1'k), & 113,2 (C-2'k), & 145,8 (C-3'k), & 145,4° (C-4'k), & 115,4 (C-5'), &c 118,7 (C-6k)

*f: {iberlappende Signale, "': austauschbar

Bemerkungen: Die NMR Daten, das CD-Spektrum und der Drehwert stimmen mit Wiesneth et
al. (2015) Uberein (Lit.: [a]p = 74,9).
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3.2.1.7 Phenylpropanoide

3.2.1.7.1 Eugenyl-O-B-apiofuranosyl-(1""-6")-O- #-D-glucopyranosid (64)

Fraktion: S2M8H3 (7,3 mg, 2.1.8.5.8, S.47)
Aussehen: weilles Pulver

UV Amax: 224 nm, 280 nm

[@®> = -82,2(c0,91 in MeOH)

CD (c 1,8 x 10 M in MeOH) Ae (nm): -2,23 (202), -1,99 (225), 0,67 (252), -0,52 (275), 0,53
(303)

Positive ESI-HRMS: [M+Na]* m/z 481,1684 (berechnet: C21H3oNaO11, 481,1680)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &+ 6,82 (1H, d, J = 1,8 Hz, H-2), 64 7,07 (1H, d, J = 8,2 Hz,
H-5), 646,74 (1H, dd, J = 1,9; 8,2 Hz, H-6), &4 3,32 (2H, d, J = 6,5 Hz, H2-7), 645,95 (1H, ddt,
J=6,8; 10,2; 16,9 Hz, H-8), 415,02 (1H, ddt, J=1,4; 3,0; 10,1 Hz, H-9a), o4 5,06 (LH, ddd,
J=1,6; 3,3; 17,0 Hz, H-9b), 543,83 (3H, s, 3-OCH3), 644,79 (1H, d, J = 7,3 Hz, H-1), &4 3,47
(1H, dd, J = 8,3; 8,3 Hz, H-2"), 64 3,43 (1H, t, J = 8,8; 8,8 Hz, H-3"), &+ 3,33 (1H, dd, J = 9,5; 9,5
Hz, H-4'), 64 3,52 (1H, ddd, J = 1,9; 6,5; 9,8 Hz, H-5"), 6k 3,98 (1H, dd, J = 1,9; 11,2 Hz, H-6a),
543,60 (1H, dd, J=6,5; 11,1 Hz, H-6b"), 644,96 (1H, d, J=2,3 Hz, H-1"), 643,88 (1H, d,
J=25Hz,H-2""), 43,73 (1H,d, J = 9,7 Hz, H-4a”"), 64 3,93 (1H, d, J = 9,7 Hz, H-4b™"), &4 3,56
(2H, s, Ha5"")

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 136,5 (C-1), & 114,2 (C-2), & 150,8 (C-3), & 146,3
(C-4), & 118,4 (C-5), & 122,2 (C-6), & 40,8 (C-7), & 139,0 (C-8), & 115,9 (C-9), & 56,7 (3-
OCHs), & 103,2 (C-1°), & 74,9 (C-2), & 77,8 (C-3°), & 71,6 (C-4), & 77,0 (C-5"), & 68,7 (C-
6), & 111,0 (C-17), & 78,0 (C-2"), & 80,5 (C-3), & 75,0 (C-4”"), & 65,6 (C-57)
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Bemerkungen: Die NMR Daten, die UV-Maxima sowie der Drehwert stimmen mit den Daten bei
Takeda et al. (1998, [a]p = 95,9) Uberein. In der Literatur sind die Verschiebungen von C-2 und
C-5 falsch zugeordnet, da in der hier vorliegenden Arbeit die Kohlenstoffe eindeutig zu den

dazugehdrigen Protonen mittels HSQC Kopplung bewiesen werden konnte.

3.2.1.7.2 Eugenyl-O-B-apiofuranosyl-(1"-2")-O-f-D-glucopyranosid (65)

Fraktion: S2M8H4 (10,8 mg, 2.1.8.5.8, S.47)
Aussehen: weiles Pulver

UV Amax: 224 nm, 280 nm

[a] = -80,0(c 1,08 in MeOH)
CD (c 1,8 x 10* M in MeOH) Ag (nm): -4,59 (206), -1,18 (274), 0,12 (293)
Positive ESI-HRMS: [M+Na]* m/z 481,1684 (berechnet: C21H3oNaO11, 481,1680)

'H-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &4 6,79 (1H, d, J = 1,9 Hz, H-2), 6+ 7,01 (1H, d, J = 8,2 Hz,
H-5), ¢4 6,69 (1H, dd, J = 1,80; 8,22 Hz, H-6), o1 3,31 (2H, m, H2-7), &4 5,94 (1H, tdd, J = 6,73;
10,16; 16,91 Hz, H-8), o4 5,01 (1H, m, H-9a), o4 5,05 (1H, m, H-9b), ¢4 3,80 (3H, s, Hz, 3-OCHz),
o1 4,94 (1H,d, J=7,7 Hz, H-1"), &4 3,69 (1H, dd, J = 7,9; 9,0 Hz, H-2"), &4 3,58 (1H, dd, J = 8,9;
8,9 Hz, H-3"), &1 3,39 (1H, dd, J=8,9; 8,4 Hz, H-4"), &1 3,36 (1H, dd, J=9,7; 2,1 Hz, H-5),
on 3,66 (1H, dd, J =5,2; 12,1 Hz, H-6a"), o4 3,84 (1H, dd, J =1,9; 12,2 Hz, H-6b"), o4 5,53 (1H,
d, J=13 Hz, H-17), 43,97 (1H, d, J=1,2 Hz, H-27), &1 3,73 (1H, d, J=9,7 Hz, H-4a""),
on 4,17 (1H,d, J =9,7 Hz, H-4b™"), &4 3,52 (1H, d, J = 11,5 Hz, H-5a""), &+ 3,57 (1H, d, J = 11,6
Hz, H-5b™")

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 136,0 (C-1), & 114,0 (C-2), & 150,7 (C-3), & 146,3
(C-4), & 117,4 (C-5), & 121,8 (C-6), & 40,8 (C-7), & 139,1 (C-8), & 115,8 (C-9), & 56,4 (3-
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OCHs), & 101,1 (C-1°), & 77,5 (C-2°), & 78,8 (C-3'), & 71,5 (C-4), & 78,0 (C-5), & 62,5 (C-
6), & 110,2 (C-17), & 77,8 (C-27"), & 80,8 (C-3""), & 75,5 (C-4), & 66,2 (C-57)

Bemerkungen: Die NMR Daten stimmten weitestgehend mit Wang et al. (2016a) Uberein.
Kleinere Abweichungen der chemischen Verschiebungen konnten auf die unterschiedlichen
Losungsmittel (Wang et al.: gemessen in DMSO-ds) zurlickzufuhren sein. Allerdings ergab sich
im Zuge dieser Arbeit ein komplett anderer Drehwert und die UV-Maxima weichen ebenfalls von
den Literaturdaten ab ([]p = 14; UV (MeOH) Amax 210 nm, 255 nm, 282 nm). Da es sich hier um
das gleiche Aglykon wie bei S2M8H4 und S2M8H5 handelt, der glykosidische Rest nicht zum
Chromophor uber 200 nm beitragt, und immer dieselben Maxima (224 nm, 280 nm) gemessen
wurden, ist von einem Messfehler in der Literatur auszugehen. AuRerdem stimmen die chemischen
Verschiebungen der beiden Zucker mit denen einer sehr ahnlichen Verbindung (Coniferylalcohol
4-0O-a-D-apiofuranosyl-(1—2)-a-D-glucopyranosid (gemessen in MeOD) uberein (Calis et al.
2001). Der von Calis et al. (2001) publizierte Drehwert (Lit.: [ a]po = -56,0) stimmt auch eher mit
dem hier gemessenen Wert Uberein, weshalb anzunehmen ist , dass die Verbindung bei der

Aufnahme der UV und Polarimetriedaten bei Wang et al. (2016a) nicht mehr intakt war.

3.2.1.7.3 Eugenol-rutinosid (Eugenyl-O-a-rhamnopyranosyl-(1""-2")-O-8-D-
glucopyranosid, 66)

Fraktion: S2M8HS5 (3,7 mg, 2.1.8.5.8, S.47)
Aussehen: weilles Pulver

UV Amax: 224 nm, 280 nm

[a]zl;* = -37,6 (c 0,46 in MeOH)

CD (¢ 1,8 x 10* M in MeOH) A (nm): -1,81 (205), 0,25 (215), -0,76 (228), 1,95 (249), 1,11 (292)

Positive ESI-HRMS: [M+Na]* m/z 495,1838 (berechnet: C22H32NaO11, 495,1837)
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IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &4 6,82 (1H, d, J = 1,9 Hz, H-2), 61 7,05 (1H, d, J = 8,2 Hz,
H-5), & 6,74 (1H, dd, J = 2,0; 8,2 Hz, H-6), &1 3,33 (2H, d, J = 6,7 Hz, H-7), &+ 5,95 (1H, tdd,
J=68; 10,2; 16,9 Hz, H-8), 615,02 (1H, ddd, J = 1,3; 3,3; 10,0 Hz, H-9a), &:5,05 (1H, ddd,
J=1,7; 3,5; 17,0 Hz, H-9b), 543,84 (3H, 5, 3-OCH3), 644,79 (1H, d, J = 7,4 Hz, H-1), &4 3,46
(1H, m, H-2'), 843,43 (1H, dd, J=8,8; 8,8 Hz, H-3"), 63,36 (LH, dd, J=9,5; 9,5 Hz, H-4),
513,49 (1H, ddd, J=2,1; 6,1; 9,5 Hz, H-5), 613,59 (1H, dd, J = 6,3; 11,1 Hz, H-6a), & 3,98
(1H, dd, J = 1,9; 11,0 Hz, H-6b"), 644,69 (1H, d, J = 1,5 Hz, H-1""), &4 3,80 (1H, dd, J = 1,7; 3,4
Hz, H-2""), 643,67 (1H, dd, J=35; 9,5 Hz, H-3""), 343,34 (1H, dd, J=9,6; 9,6 Hz, H-4""),
843,63 (1H, dd, J = 6,2; 9,5 Hz, H-57"), 641,19 (1H, d, J = 6,2 Hz, H-6"")

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 136,6 (C-1), & 114,2 (C-2), & 150,8 (C-3), & 146,3
(C-4), & 118,4 (C-5), & 122,1 (C-6), & 40,8 (C-7), & 139,0 (C-8), & 115,9 (C-9), & 56,7 (3-
OCHs), & 103,1 (C-1°), & 75,0 (C-2), & 77,9 (C-3"), & 71,5 (C-4), & 76,9 (C-5"), & 67,8 (C-
6), & 102,1 (C-17), & 72,2 (C-2"), & 72,4 (C-37), & 74,1 (C-47"), & 69,8 (C-57"), & 17,9 (C-
67)

Bemerkungen: Alle spektroskopischen Daten stimmen mit Orihara (1992, [«]o = -59) Uberein.

3.2.1.7.4 Citrusin C (Eugenol-O--D-glucopyranosid, 67)

Fraktion: S2M9H1H1 (4,0 mg, 2.1.8.5.10, S.48), S3F4M5H1 (9,4 mg, 2.1.8.5.22, S.56)
Aussehen: weiles Pulver
UV Amax: 224 nm, 280 nm

[@** = -20,8 (c 0,50 in MeOH)

CD (c 1,8 x 10* M in MeOH) A (nm): -3,87 (204), -2,14 (225), -0,81 (274), 0,25 (303), -0,25
(315), 0,32 (321)

Negative ESI-HRMS: [M+CI] m/z 361,1059 (berechnet: C16H22CIO7, 361,1060)
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IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &+ 6,82 (1H, d, J = 1,9 Hz, H-2), 64 7,08 (1H, d, J = 8,2 Hz,
H-5), & 6,72 (1H, dd, J = 2,0; 8,2 Hz, H-6), & 3,32 (2H, d, J = 6,7 Hz, Hz-7), on 5,94 (1H, tdd,
J=6,8; 10,2; 16,9 Hz, H-8), 345,02 (1H, ddd, J =1,3; 3,3; 10,1 Hz, H-9a), & 5,05 (LH, ddd,
J=17;35; 17,1 Hz, H-9b), &1 3,83 (3H, s, 3-OCHa), 544,83 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-1"), &1 3,47
(1H, dd, J = 7,9; 10,5 Hz, H-2"), & 3,44 (1H, dd, J = 9,4; 9,4 Hz, H-3"), 6u 3,37 (1H, m, H-4"),
43,37 (1H, m, H-5"), 543,68 (1H, m, H-6a"), &+ 3,86 (1H, dd, J = 1,6; 12,0 Hz, H-6b")

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 136,5 (C-1), & 114,2 (C-2), & 150,8 (C-3), & 146,4
(C-4), & 118,3 (C-5), & 122,1 (C-6), & 40,8 (C-7), & 139,0 (C-8), & 115,8 (C-9), & 56,7 (3-
OCHs), & 103,1 (C-1°), & 75,0 (C-2°), & 77,9 (C-3'), & 71,4 (C-4), & 78,2 (C-5'), & 62,5 (C-

6)

Schwindl. S2M9H1H1 (ca.4.4mg/0.6ml CD30D)
HSQC

H-6 H-2

ppm

F113.0
1135
ca - F1140
F1145
F115.0
F1155
F116.0
F1165
F117.0
F1175
F118.0

1185

r119.0

715 7.10 7.05 7.00 6.95 6.90 6.85 6.80 ppm

Abbildung 58 Ausschnitt aus dem HSQC Spektrum von 67.

3.2.1.7.5 E-p-Cumarsaure (68)

Bemerkungen: Die UV und NMR Daten sowie
die Polarimetrie stimmen mit den von Kim et al.
(2004) publizierten Daten dberein ([a]o = -
43,6). In  der
Verschiebungen von C-2 (oc 114,2) und C-5
(oc 118,3) falsch zugeordnet, da hier eindeutig
die Zuordnung von H-2 und H-5 iber ein HSQC

Experiment nachgewiesen wurde (Abbildung

Literatur wurden die

58). Weiter konnten im Zuge der vorliegenden
Arbeit leicht unterschiedliche Verschiebungen
von H-3" (613,44 versus & 3,39) und H-5

(on 3,37 versus on 3,47) nachgewiesen werden.

Fraktion: SSM7H7 (1,9 mg, 2.1.8.5.28, S.61)
Aussehen: weiBlich gelbes Pulver

Negative ESI-HRMS: [M-H] m/z 163,0404 (berechnet: CoH703, 163,0401)
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IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &+ 7,43 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-2), & 6,79 (1H, d, J = 8,4 Hz,
H-3), 616,79 (LH, d, J = 8,4 Hz, H-5), &1 7,43 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-6), &+ 7,56 (1H, d, J = 15,8
Hz, H-7), 846,28 (1H, d, J = 15,9 Hz, H-8)

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 127,5 (C-1), & 131,0 (C-2), & 116,8 (C-3), & 161,1
(C-4), & 116,8 (C-5), & 131,0 (C-6), & 145,9 (C-7), & 116,4 (C-8), & 171,6 (C-9)

Bemerkungen: Die *H-NMR Daten sind mit denen bei Lee et al. (2008) identisch. Aufgrund
deutlicher Verunreinigung mit anderen Verbindungen wurden keine weiteren spektroskopischen

Daten erhoben.

3.2.1.7.6 Z-p-Cumarsaure (69)

Fraktion: SSM7H7 (1,9 mg, 2.1.8.5.28, S.61)
Aussehen: weildlich gelbes Pulver
Negative ESI-HRMS: [M-H]" m/z 163,0404 (berechnet: CoH-O3, 163,0401)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): & 7,55 (1H, dd, J =8,5; 2,1 Hz, H-2), &u 6,71 (1H, d,
J=8,6 Hz, H-3), 346,71 (1H, d, J = 8,6 Hz, H-5), &4 7,55 (1H, dd, J = 8,5; 2,1 Hz, H-6), o1 6,66
(1H, d, J = 12,7 Hz, H-7), 845,78 (1H, d, J = 12,7 Hz, H-8)

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 128,2 (C-1), & 132,9 (C-2), & 115,8 (C-3), & 159,4
(C-4), & 115,8 (C-5), & 132,9 (C-6), & 140,6 (C-7), & 119,6 (C-8), & 172,1 (C-9)

Bemerkungen: Die NMR Daten sind ahnlich zu Salum et al. (2010). Da in der Literatur DMSO-
ds als Losungsmittel verwendet wurde, ergaben sich leichte Unterschiede bei den chemischen
Verschiebungen. Auf die Z-Konfiguration und somit einen geringeren Diederwinkel zwischen den
beiden vicinalen Protonen H-7 und H-8 deutet auch die wesentlich kleinere Kopplungskonstante
J =12,7 Hz (anstatt J = 15,8 Hz beim E-Konformer) hin. Weitere spektroskopische Daten kénnen

aufgrund der Verunreinigung mit anderen Verbindungen nicht angegeben werden.
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3.2.1.7.7 Phoeniceosid (1-O-E-Caffeoyl-4D-glucoyranosid, 70)

Fraktion: S5SM2H5 (1,6 mg, 2.1.8.5.25, S.59)

Aussehen: braunes Pulver

[a]zlf = 14,7 (¢ 0,20 in MeOH)

Negative ESI-HRMS: [M-H] m/z 341,0884 (berechnet: C15H1709, 341,0878)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): & 7,04 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-2), 4 6,77 (1H, d, J = 8,2 Hz,
H-5), &4 6,95 (1H, dd, J = 2,0; 8,2 Hz, H-6), 617,65 (1H, d, J = 15,9 Hz, H-7), 646,28 (1H, d,
J=159 Hz, H-8), 845,56 (1H, d, J=7,9 Hz, H-1"), 643,41 (1H, dd, J=7,7; 7,7 Hz, H-2),
43,44 (1H, dd, J = 8,5; 8,5 Hz, H-3"), &+ 3,37 (1H, dd, J = 8,3; 9,5 Hz, H-4"), &4 3,40 (1H, ddd,
J=2,3;4,2; 115 Hz, H-5"), 643,68 (LH, dd, J = 4,9; 12,3 Hz, H-6a"), & 3,84 (1H, dd, J = 2,0;
12,1 Hz, H-60")

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 127,3 (C-1), & 115,1 (C-2), & 146,9 (C-3), & 150,4
(C-4), & 116,6 (C-5), & 123,3 (C-6), & 148,5 (C-7), & 114,1 (C-8), & 167,8 (C-9), & 95,8 (C-
1), & 74,1 (C-2), & 78,1 (C-3"), & 71,1 (C-4), & 78,8 (C-5"), & 62,4 (C-6)

Bemerkungen: Die NMR Daten sind sehr &hnlich zu denen von Ina et al. (1987), obwohl diese in
DMSO-ds aufgenommen wurden. Zusétzlich zu den in der Literatur verdffentlichten Daten
konnten hier alle Verschiebungen der Glucose zugeordnet werden. Die Polarimetrie ergab keine
Ubereinstimmung mit den Literaturwerten ([a]o = -11,1), da die hier beschriebene Verbindung in

der Mischung mit einer weiteren Substanz vorliegt.
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3.2.1.7.8 6-O-E-Caffeoyl-4-D-glucopyranose und 6-O-E-Caffeoyl-a-D-
glucopyranose (71a/71b)

\
(0]
HON=-0
HON—=
* "OH
OH
71a 71b

Fraktionen: S5SM2H7 (3,4 mg, 2.1.8.5.25, S.59), S5SM2H8 (2,3 mg, 2.1.8.5.25, S.59)
Aussehen: braunes Pulver

UV Amax: 232 nm, 243 nm, 299 nm, 330 nm

[a]2D5 = 25,3 (c 0,43 in MeOH)

CD (c 1,8 x 10* M in MeOH) A (nm): 2,50 (202), 1,16 (215), 1,02 (252)

Negative ESI-HRMS: [M-H]" m/z 341,0877 (berechnet: C15sH1709, 341,0878)
F-Konfiguration:

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): & 7,03 (1H, br s, H-2), 46,77 (1H, d, J = 8,1 Hz, H-5),
546,93 (1H, dd, J = 1,8; 8,1 Hz, H-6), &+ 7,55 (1H, d, J = 15,9 Hz, H-7), 646,26 (1H, d, J = 15,9
Hz, H-8), 644,50 (1H, d, J = 7,7 Hz, H-1"), & 3,15 (1H, dd, J = 7,9; 8,8 Hz, H-2), &4 3,36 (1H,
d, J=7,1 Hz, H-3), 64 3,35 (1H, m, H-4"), &+ 3,53 (1H, ddd, J = 1,9; 6,1; 9,3 Hz, H-5"), &1 4,28
(1H, dd, J = 6,1; 12,0 Hz, H-6a"), &+ 4,49 (1H, dd, J = 2,1; 12,0 Hz, H-6b")

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 127,7% (C-1), & 115,0 (C-2), & 147,1 (C-3), & 149,7
(C-4), & 116,5 (C-5), & 123,0 (C-6), & 146,9 (C-7), & 114,8° (C-8), & 169,1 (C-9), & 98,3 (C-
1), & 76,2 (C-2), & 78,0 (C-3"), & 71,8 (C-4), & 75,5 (C-5'), & 64,8 (C-6")

ab: austauschbar mit Kohlenstoffverschiebungen aus a-Konformer
a-Konfiguration:
'H-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): & 7,03 (1H, bs, H-2), &1 6,77 (1H, d, J=8,1 Hz, H-5),

on 6,93 (1H, dd, J = 1,8; 8,1 Hz, H-6), o 7,55 (1H, d, J = 15,9 Hz, H-7), &4 6,26 (1H, d, J = 15,9
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3.2.1 Phenolische Verbindungen

Hz, H-8), &4 5,10 (1H, d, J = 3,6 Hz, H-1"), & 3,38 (1H, dd, J = 3,7; 9,7 Hz, H-2"), &4 3,69 (1H,
dd, J = 9,2 Hz, H-3"), &4 3,33 (1H, m, H-4), &4 4,02 (1H, ddd, J = 2,1; 5,5; 10,0 Hz, H-5"), & 4,31
(1H, dd, J = 5,7; 12,0 Hz, H-6a"), &4 4,43 (1H, dd, J = 2,1; 11,8 Hz, H-6b")

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 127,7% (C-1), & 115,1 (C-2), & 147,1 (C-3), & 149,7
(C-4), & 116,5 (C-5), & 123,0 (C-6), & 146,9 (C-7), & 114,9° (C-8), & 169,2 (C-9), & 94,0 (C-
1), & 73,8 (C-2), & 74,8 (C-3°), & 72,0 (C-4"), & 70,8 (C-5"), & 64,9 (C-6)

ab: austauschbar mit Kohlenstoffverschiebungen aus S-Konformer

Bemerkungen: Die Polarimetrie und NMR Daten stimmen mit Shimomura et al. (1986) Uberein
([a]o = 26,8). In der Literatur sind jedoch die Verschiebungen von C-3 mit C-4 vertauscht. Geht
man davon aus, dass 3Juc-Kopplungen im HMBC Experiment bevorzugt detektiert werden (Hesse
et al. 2005), so misste C-4 die weiter im Tieffeld gelegene Verschiebung aufweisen, da eine

Kopplung zwischen H-5 und C-4 deutlich

HMBC

H-2 H6 Hs schwécher ausfallt (Abbildung 59). Da die

~»m  Glucose an C-6" mit der Kaffeesaure verestert

- 145.5

ist, kann sich die Ringstruktur der Glucose

;146.0

s gffnen und eine Mutarotation eingehen. Dabei
ca_’ 5147.0 . . . .

s Wird vor allem die o- und g-Konfiguration der

F148.0

Pyranose vor den Furanosen und der

1485

~wo offenkettigen Form bevorzugt (Robyt 1998). Die

F140.5

w0 Mutarotation erklart auch warum die zu

™ unterschiedlichen Retentionszeiten

st gesammelten Peaks SSM2H7 (tr: 19,8 min) und
oo memesmeem e B P 9BM2H8 (te: 20,8 min) im NMR identische
Abbildung 59 Ausschnitt aus dem HMBC Spektrum von
71a/71b. Signale zeigten.
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3.2.1.8 Neolignane

3.2.1.8.1 Icariside Es4 (Dihydrodehydrodiconiferylalkohol-9'-O-a-L-rhamnosid,
72)

72

Fraktion: S2M10H4 (15,4 mg, 2.1.8.5.17, S.52)
Aussehen: braunes Pulver

UV Amax: 208 nm, 280 nm

[a]2D5 = -0,9 (c 1,03 in MeOH)
CD (¢ 2,0 x 10° M in MeOH) A& (nm): -22,86 (208), 0,96 (223), -3,30 (241), -1,57, (275)
Negative ESI-HRMS: [M+CI] m/z 541,1859 (berechnet: C26H34ClO10, 541,1846)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): 645,54 (1H, d, J=5,9 Hz, H-2), &43,45 (1H, brdd,
J=118; 6,0 Hz, H-3), 43,84 (1H, dd, J =5,1; 11,1 Hz, H-3aa), &+ 3,76 (1H, dd, J = 7,5; 11,0
Hz, H-3ab), 6u 6,71 (1H, br s, H-4), 642,61 (2H, t, J = 7,7 Hz, Ha-5a), on 1,81 (2H, tt, J = 11,5;
6,5 Hz, H2-5b), 64 3,56 (2H, t, J = 6,5 Hz, Hz-5¢), &+ 6,72 (1H, br's, H-6), o4 7,02 (1H, d, J = 1,9
Hz, H-2'), 4 7,07 (1H, d, = 8,3 Hz, H-5"), 646,90 (1H, br dd, J = 8,3; 1,8 Hz, H-6"), &+ 3,85
(3H, s, 7-OCHs3), 343,79 (3H, s, 3'-OCHs), 645,33 (1H, d, J = 1,6 Hz, H-1""), 644,05 (1H, dd,
J=3,4;1,7Hz, H-2""), 543,87 (1H, dd, J = 10,1; 3,8 Hz, H-3""), & 3,44 (1H, dd, J = 9,5; 9,5 Hz,
H-4"), 83,78 (1H, dd, J = 9,9; 5,9 Hz, H-5""), & 1,21 (3H, d, J = 5,9 Hz, H-6"")

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 88,5 (C-2), & 55,6 (C-3), & 65,1 (C-3a), & 117,9 (C-
4), & 129,6 (C-4), & 137,1 (C-5), & 32,9 (C-5a), & 35,8 (C-5b), & 62,2 (C-5¢), & 114,2 (C-
6), & 145,2 (C-7), & 147,5 (C-7a), & 138,8 (C-1"), & 111,3 (C-2"), & 152,1 (C-3°), & 146,6
(C-4), & 119,6 (C-5"), & 119,1 (C-6"), & 56,8 (7-OCHs), & 56,4 (3'-OCHs), & 101,4 (C-17),
& 72,0 (C-27), & 72,2 (C-37), & 73,8 (C-47"), & 70,8 (C-57), & 17,9 (C-6")
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3.2.1 Phenolische Verbindungen

Bemerkungen: Die NMR sowie die CD Daten sind identisch mit Nakanishi et al. (2004). Nur der
hier gemessene Drehwert unterscheidet sich stark von den von Miyase et al. (1988) und von
Nakanishi et al. (2004, [a]p =-61,3 bzw. - 59,2) publizierten Daten, was auf einen Messfehler in

der hier vorliegenden Arbeit hindeutet.

3.2.1.8.2 (2S,3S)-Dihydrodehydrodiconiferylalkohol-3a-O-4-D-glucopyranosid
(73)

Fraktion: S2M9H7H2H1 (0,5 mg, 2.1.8.5.16, S.52)
Aussehen: weiles Pulver
UV Amax: 232 nm, 280 nm

CD (c 1,0 x 10° M in MeOH) A& (nm): -1,67 (211), 0,02 (226), -0,45 (241), -0,06 (263), -0,27
(293)

Negative ESI-HRMS: [M-H] m/z 521,1988 (berechnet: C2sH33011, 521,2028)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): 845,59 (1H, d, J = 6,2 Hz, H-2), & 3,63 (1H, m, H-3),
43,75 (1H, dd, J = 8,0; 9,6 Hz, H-3aa), &u 4,20 (1H, dd, J = 5,5; 9,7 Hz, H-3ab), &4 6,77 (1H, s,
H-4), 64 2,61 (2H, t, J = 7,7 Hz, Hz-5a), on 1,80 (2H, dt, J = 6,6; 15,3 Hz, Hz-5b), ou 3,56 (2H, t,
J=6,4 Hz, Hp-5¢), 646,72 (1H, d, 1,0 H-6), 616,98 (1H, d, J= 1,9 Hz, H-2"), 646,75 (1H, d,
J=8,0 Hz, H-5"), 646,86 (1H, dd, J = 1,9; 8,2 Hz, H-6"), &+ 3,85 (3H, s, 7-OCHs), &4 3,81 (3H,
s,3"-OCHs), 844,34 (1H, d, J = 7,7 Hz, H-1""), 843,22 (1H, dd, J = 7,7; 9,2 Hz, H-2""), &4 3,35%
(1H, m, H-3"), 43,28 (1H, m, H-4""), &4 3,27 (1H, m, H-5"), &4 3,86 (3H, m, H-6a""), &+ 3,67
(3H, m, H-6b")

*nicht detektiert
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13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 89,0 (C-2), & 53,2 (C-3), & 72,3 (C-3a), & 118,2 (C-
4), & 129,7 (C-4a), & 137,0 (C-5), & 32,9 (C-5a), & 35,8 (C-5b), & 62,2 (C-5¢), & 114,2 (C-
6), & 145,2 (C-7), & 147,5 (C-7a), & 134,6 (C-1"), & 110,8 (C-2°), & 149,0 (C-3°), & 147,5
(C-4), & 116,1 (C-5"), & 119,8 (C-6"), & 56,8 (7-OCHs), & 56,4 (3'-OCHs), & 104,3 (C-17),
& 75,2 (C-27), & 78,2 (C-37), & 71,7 (C-47"), & 78,1 (C-5), & 62,8 (C-6)

Bemerkungen: Die NMR, CD und UV Daten stimmen mit den bei Lee et al. (2014) publizierten

Schwindl, S2M9HTH2 (ca.1.2mg/0.6ml CD30D)
HMBC

H-5a H-5b

C-6 3

c-4

C-5

T T T T T T T T
29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 1.7 16

Abbildung 60 Ausschnitt aus dem HMBC Spektrum
S2M9HT7H2.
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Daten uberein. In der Literatur ist die Zuordnung
von C-5a/Hz-5a und C-5b/H2-5b miteinander
vertauscht, da hier im HMBC Experiment eine
3Jhc Kopplung zwischen Hz5a und C-6 bzw. C-
4 sichtbar war, nicht jedoch fiir H25b (Abbildung
60). Da nach der Trennung der beiden
Diastereomere 73 und 74 zu wenig Substanz fur
eine 2D NMR Spektroskopie vorhanden war,
wurden die Kohlenstoff-Verschiebungen aus der
,Mutterfraktion S2M9H7H2 ausgelesen. Vor
der Auftrennung der beiden Diastereomere
wurde die ,Mutterfraktion® mit S3FAMS5SH?2
verunreinigt. Trotzdem konnten die beiden
Diastereomere von anderen Substanzen gut
genug abgetrennt werden, um mit den oben
erwahnten spektroskopischen Methoden deren

absolute Stereochemie zu beweisen.



3.2.1 Phenolische Verbindungen

3.2.1.8.3 (2R,3R)-Dihydrodehydrodiconiferylalkohol-3a-O-4-D-glucopyranosid
(74)

74

Fraktion: S2M9H7H2H2 (1,4 mg, 2.1.8.5.16, S.52)
Aussehen: weiles Pulver

UV Amax: 234 nm, 285 nm

[a] D - 29,8 (c 0,17 in MeOH)
CD (¢ 1,0 x 10° M in MeOH) Ag (nm): 1,43 (210), -0,86 (224), 0,26 (242), -0,27 (259), 0,18 (292)
Negative ESI-HRMS: [M-H] m/z 521,2020 (berechnet: C2sH33011, 521,2028)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): 445,57 (1H, d, J = 6,4 Hz, H-2), 613,64 (1H, m, H-3),
43,85 (1H, m, H-3aa), & 4,10 (1H, dd, J = 8,0; 9,6 Hz, H-3ab), &+ 6,79 (1H, s, H-4), &4 2,62
(2H,1,J = 7,7 Hz, Ho-5a), on 1,81 (2H, dt, J = 6,7; 15,1 Hz, Ha-5b), &+ 3,56 (2H, t, J = 6,5 Hz, Ha-
5¢), o 6,71 (LH, d, J = 0,8 Hz, H-6), &4 6,99 (1H, d, J = 1,8 Hz, H-2"), 614 6,74 (1H, d, J = 8,2 Hz,
H-57), &+ 6,84 (1H, dd, J = 1,9; 8,2 Hz, H-6"), &4 3,85 (3H, 5, 7-OCHs), &4 3,82 (3H, 5, 3'-OCHg),
S44,34 (1H, d, J=7,9 Hz, H-1"), 643,22 (1H, dd, J=9,1; 7,9 Hz, H-2""), & 3,35 (1H, dd,
J=8,7;8,7 Hz, H-3"), 643,28 (1H, m, H-4""), 43,27 (1H, m, H-5"), &4 3,86 (3H, m, H-6a""),
&43,67 (3H, dd, J = 11,9; 5,5 Hz, H-6b"")

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 89,2 (C-2), & 52,9 (C-3), & 72,3 (C-3a), & 118,2 (C-
4), & 129,7 (C-44), & 137,0 (C-5), & 32,9 (C-5), & 35,8 (C-5b), & 62,2 (C-5¢), & 114,2 (C-
6), & 145,2 (C-7), & 147,5 (C-7a), & 134,6 (C-1"), & 110,8 (C-2°), & 149,0 (C-3°), & 1475
(C-4), & 116,1 (C-5"), & 119,8 (C-6"), & 56,8 (7-OCHs), & 56,4 (3-OCHs), & 104,3 (C-17),
& 75,2 (C-27), & 78,2 (C-3), & 71,7 (C-47"), & 78,1 (C-5"), & 62,8 (C-67")
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Bemerkungen: Die NMR, CD und UV Daten sind konsistent mit denen von Baderschneider und
Winterhalter (2001). In der Literatur wurden jedoch die Verschiebungen von C-4a (&c 129,7) mit
C-5 (&c 137,0) falsch zugeordnet. Grund zu der Annahme gab das HMBC Experiment, in dem von
beiden Methylengruppen H.5a und H25b eine Kopplung zu C-5 nicht jedoch zu C-4 bzw. C-6
sichtbar war (Abbildung 60). Da nach der Trennung der beiden Diastereomere 73 und 74 zu wenig
Substanz fur eine 2D NMR Spektroskopie vorhanden war, wurden die Kohlenstoff-
Verschiebungen aus der ,,Mutterfraktion S2M9H7H2 ausgelesen. Vor der Auftrennung der
beiden Diastereomere wurde die ,,Mutterfraktion” S2M9H7H2 mit S3F4M5SH2 verunreinigt.
Trotzdem konnten die beiden Diastereomere von anderen Substanzen gut genug abgetrennt
werden, um mit den oben erwéhnten spektroskopischen Methoden deren absolute Stereochemie

Zu beweisen.

3.2.1.9 Phenolische Ascorbigene

3.2.1.9.1 Jugladilacton A (7-(1',2’-dihydroxyethyl)-tetrahydro-4a-hydroxy-4-
(37,4 -dihydroxyphenyl)-2H-furo[3,4-b]-pyran-2,5(3H)-dion, 75)

Fraktion: SSM2H5 (1,6 mg, 2.1.8.5.25, S.59)

Aussehen: braunes Pulver

[a]2D5 = 14,7 (c 0,20 in MeOH)

CD (¢ 1,8 x 10* M in MeOH) A& (nm): -1,38 (225)
Negative ESI-HRMS: [M-H]" m/z 339,0720 (berechnet: C15sH1509, 339,0722)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): 64 2,84 (1H, dd, J =8,7; 17,3 Hz, H-3a), &+ 3,15 (1H, dd,
J=12,9; 17,3 Hz, H-3b), &1 4,32 (1H, dd, J = 8,6; 13,0 Hz, H-4), &4 3,78 (1H, dd, J = 2,3; 8,6 Hz,
H-7), 844,76 (1H, d, J = 8,7 Hz, H-7a), &4 3,41 (1H, dd, J =5,9; 13,7 Hz, H-1"a), &u 3,51 (1H,
dd, J = 6,5; 11,0 Hz, H-1'b), 6u 3,67 (1H, dt, J = 2,4; 6,7 Hz, H-2"), &4 6,87 (1H, d, J = 2,1 Hz, H-
27), 846,71 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-57"), 646,76 (1H, d, J = 2,3; 8,2 Hz, H-6"")
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13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 176,5 (C-2), & 35,0 (C-3), & 43,2 (C-4), & 91,7 (C-
43), & 173,7 (C-5), & 81,6 (C-7), & 71,2 (C-7a), & 63,3 (C-1), & 70,3 (C-2), & 121,7 (C-17),
& 116,9 (C-2°), & 146,6 (C-37), & 146,7 (C-4""), & 116,6 (C-57), & 121,7 (C-6")

Bemerkungen: Da die NMR Daten sehr ahnlich zu Maysedilacton C (S5M4HS5, 76) sind, lag die
Vermutung nahe, dass es sich bei dieser Substanz ebenfalls um ein Phenyldilacton handelt. Als
einziger Unterschied zu Maysedilacton C ist das AA"BB’- durch ein ABX-Spinsystem (on 6,87,
d,J>" 6=2,1 Hz, H-2""; 01 6,71, d, J5 6-=8,5 Hz, H-5""; 6w 6,76, dd, Js~", >, 5-=2,3, 8,2 Hz, H-6"")
ersetzt. Daraus lait sich schliel3en, dass es sich bei der Substanz um das Pyrocatecholanalogon
von Maysedilacton C handelt. Leider konnte aufgrund einer Verunreinigung und einer zu geringen

Auswaage die absolute Stereochemie nicht bestimmt werden.

3.2.1.9.2 Maysedilacton C (76)

Fraktion: SSM4H5 (6,3 mg, 2.1.8.5.26, S.59)
Aussehen: weiles Pulver

UV Amax: 225 nm, 280 nm

[a] = -13,2(c 0,79 in MeOH)
CD (c 1,8 x 10 M in MeOH) A& (nm): 1,50 (204), -4,76 (219), 7,17 (233), -0,54 (275)
Negative ESI-HRMS: [M-H] m/z 323,0777 (berechnet: C15H150s, 323,0772)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &x 2,85 (1H, dd, J = 8,7; 17,4 Hz, H-3a), &+ 3,20 (1H, dd,
J=12,9;17,3 Hz, H-3b), 64 4,38 (1H, dd, J = 8,7; 13,0 Hz, H-4), &4 3,71 (1H, dd, J = 2,3; 8,6 Hz,
H-7), 44,76 (1H, d, J = 8,6 Hz, H-7a), &+ 3,39 (1H, dd, J = 7,0; 11,0 Hz, H-1"a), ok 3,50 (1H,
dd, J = 6,5; 11,0 Hz, H-1'b), &u 3,66 (1H, dt, J = 2,1; 6,7 Hz, H-2"), &4 7,26 (1H, d, J = 8,6 Hz, H-
27, 646,74 (1H, d, 3 = 8,6 Hz, H-3"), 4 6,74 (1H, d, J = 8,6 Hz, H-57), 84 7,26 (1H, d, J = 8,6
Hz, H-6"")
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13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 176,6 (C-2), & 34,9 (C-3), & 43,0 (C-4), & 91,7 (C-
43), & 173,7 (C-5), & 81,5 (C-7), & 71,1 (C-7a), & 63,3 (C-1), & 70,2 (C-2°), & 124,9 (C-17),
& 131,3 (C-27), & 116,6 (C-3"), & 158,8 (C-4), & 116,6 (C-57"), & 131,3 (C-6")

Bemerkungen: Die NMR und CD Daten sind konsistent mit Zheng et al. (2018).

3.2.193 Leudrin (77)

Fraktion: SSM2H4 (6,7 mg, 2.1.8.5.25, S.59)
Aussehen: beiges Pulver

UV Amax: 229 nm, 285 nm

[a]2D5 = -15,7 (c 0,84 in MeOH)
CD (c 1,8 x 10* M in MeOH) A& (nm): -17,65 (201), 1,26 (215), -1,19 (223), 2,68 (238)
Negative ESI-HRMS: [M-H] m/z 339,0717 (berechnet: C1sH1509, 339,0722)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): 644,32 (1H, dd, J =8,7; 13,0 Hz, H-3), &1 2,84 (1H, dd,
J=8,6; 17,4 Hz, H-4a), & 3,15 (1H, dd, J = 13,0; 17,4 Hz, H-4b), &+ 4,76 (1H, d, J = 8,6 Hz, H-
3), 343,78 (1H, dd, J = 2,3; 8,6 Hz, H-4), 643,67 (1H, dt, J = 2,2; 6,7 Hz, H-5"), &4 3,41 (1H,
dd, J =7,0; 11,0 Hz, H-6a"), &+ 3,51 (1H, dd, J = 6,5; 11,0 Hz, H-6b"), &4 6,87 (1H, d, J = 2,1 Hz,
H-2""), 516,71 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-5""), 516,76 (1H, dd, J = 2,1; 8,2 Hz, H-6"")

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 91,7 (C-2), & 43,2 (C-3), & 35,0 (C-4), & 176,6 (C-5),
& 173,7 (C-2°), & 71,2 (C-3"), & 81,6 (C-4), & 70,3 (C-5°), & 63,3 (C-6"), & 125,6 (C-17),
5 116,9 (C-27), & 146,6 (C-37), & 146,7 (C-4”"), & 116,5 (C-57"), & 121,7 (C-67)

Bemerkungen: Die NMR Daten sind &hnlich zu denen von Perold et al. (1988) und Billing et al.

(1991). Der Drehwert stimmt mit dem von Poss und Belter (1988) ermittelten Wert (berein

([alo = -16,7).
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3.2.1 Phenolische Verbindungen

3.2.1.94 (25*,3R*,3a'S*,6'S*,6a'R*)-3-(3,4-dihydroxyphenyl)-3a',6'-
dihydroxyhexahydro-2'H,5H-spiro[furan-2,3'-furo[3,2-b]furan]-2’,5-
dion (78)

Fraktion: S5SM4H1 (5,3 mg, 2.1.8.5.26, S.59)

Aussehen: weiles Pulver

UV Amax: 230 nm, 285 nm

[a]zlf = -10,9 (c 0,66 in MeOH)
CD (¢ 1,8 x 10* M in MeOH) A& (nm): 3,46 (213), 3,01 (238), 1,00 (284)
Negative ESI-HRMS: [M-H] m/z 337,0566 (berechnet: C1sH1309, 337,0565)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): & 4,14 (1H, dd, J = 8,5; 13,2 Hz, H-3), &4 2,85 (1H, dd,
J=85; 17,4 Hz, H-4a), 613,13 (1H, dd, J = 13,2; 17,3 Hz, H-4b), & 4,02 (1H, dd, J = 3,5; 9,7
Hz, H-5'3), 44,21 (1H, dd, J=6,0; 9,6 Hz, H-5'b), &+ 4,26 (1H, dd, J =3,6; 5,9 Hz, H-6),
643,93 (LH, brs, H-6a"), 646,85 (1H, s, H-2""), 64 6,74 (1H, s, H-5"), &4 6,74 (1H, s, H-6"")

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 91,0 (C-2), & 46,4 (C-3), & 34,5 (C-4), & 175,8 (C-5),
& 173,0 (C-2°), & 106,7 (C-38'), & 76,5 (C-5a), & 75,1 (C-6), & 89,5 (C-63°), & 124,7 (C-
17), & 116,6 (C-27"), & 146,7 (C-3"), & 147,0 (C-4), & 116,5 (C-57), & 121,4 (C-67)

Bemerkungen: Die ®*C-NMR Daten und der Drehwert sind konsistent mit den von Poss und
Belter (1988) veroffentlichten Daten ([]p = -10,3). In Zuge dieser Arbeit konnten zuséatzlich noch

die Protonenverschiebungen zugeordnet werden.
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3 Ergebnisse

3.2.1.10 Sonstige

3.2.1.10.1

5-Methoxysalicylsaure (2-Hydroxy-5-methoxy-benzoesaure, 79)

Fraktion: SSM7H1 (2,6 mg, 2.1.8.5.28, S.61)

Aussehen: gelbes Pulver

Positive ESI-HRMS: [M+H]* m/z 169,0498 (berechnet: CsHgOa, 169,0495)

Koller/Schwindl, SSM7HI (ca.?mg/0.7ml CD30D)
Noesy

5-OCH5

_ppm

H-3 - £6.8
F6.9
7.0
F7
FT.2
£7.3
F7.4
e H_4 - - : = - - - 7.5
F76
FT.7
T T T T T T 7.8
3.900 3.895 3.890 3.885 3.880 3.875 3.870 ppm

Abbildung 61 Ausschnitt aus dem NOESY Spektrum von 79.
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IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &+ 6,82
(1H, d, J=8,6 Hz, H-3), &4 7,54 (1H, dd,
J=8.6; 1,8 Hz, H-4), & 7,55 (1H, br s, H-6),
43,88 (3H, s, 5-OCH3)

3C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): &
123,4 (C-1), & 152,6 (C-2), & 115,8 (C-3), &
125,2 (C-4), & 148,6 (C-5), & 113,8 (C-6), &
170,2 (C-7), & 56,4 (5-OCHg)

NMR Daten
konsistent mit den Daten von Zhang und Yu

Bemerkungen: Die sind
(2009). Die Methoxygruppe wurde aufgrund
des vorhandenen NOESY Signals zwischen 5-
OCH3s und H-4 bzw. H-6 dem C-5 zugeordnet
(Abbildung 61).



3.2.1 Phenolische Verbindungen

3.2.1.10.2  Syringasaure (3,5-Dimethoxy-4-hydrobenoesaure, 80)

Fraktion: SSM7H2 (1,9 mg, 2.1.8.5.28, S.61)
Aussehen: gelbes Pulver
Positive ESI-HRMS: [M+H]* m/z 199,0605 (berechnet: CoH110s, 199,0601)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): & 7,32 (1H, s, H-2), &4 7,32 (1H, s, H-6), &4 3,88 (3H, s,
3-OCHs), &4 3,88 (3H, s, 5-OCHs)

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 122,2 (C-1), & 108,3 (C-2), & 148,8 (C-3), & 141,7
(C-4), & 148,8 (C-5), & 108,3 (C-6), & 170,2 (C-7), & 56,8 (3-OCHs), & 56,8 (5-OCHs)

Bemerkungen: Die *H-NMR Daten sind identisch mit den von Chang et al. (2000) vréffentlichten
Werten. In der hier vorliegenden Arbeit konnten noch tber HSQC und HMBC Kopplungen die

13C Signale zugeordnet werden.

3.2.1.10.3  4-Hydroxybenzaldehyd (81)

Fraktion: D1+2K7H1 (0,5 mg, 2.1.7.4.4, S.26)
Aussehen: schwarz-braunes Pulver
Negative ESI-HRMS: [M-H] m/z 121,0295 (berechnet: C7Hs0,, 121,0295)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &+ 7,73 (1H, d, J = 8,6, H-2), &+ 6,84 (1H, d, J = 8,6, H-3),
546,84 (1H, d, J = 8,6, H-5), 347,73 (1H, d, J = 8,6, H-6), &1 9,69 (1H, s, H-7)
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3 Ergebnisse

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 129,1 (C-1), & 133,7 (C-2), & 117,7 (C-3), & 167,8
(C-4), & 117,7 (C-5), & 133,7 (C-6), & 192,7 (C-7)

Bemerkungen: Die NMR Daten sind konsistent mit den Daten bei Kim et al. (2003).

3.2.1.10.4  4-Acetophenol (82)

Fraktion: D1+2K7H1 (0,5 mg, 2.1.7.4.4, S.26)
Aussehen: schwarz-braunes Pulver
Negative ESI-HRMS: [M-H]" m/z 135,0453 (berechnet: CsH7O3, 135,0452)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): & 7,87 (1H, d, J = 8,8, H-2), &4 6,81 (1H, d, J = 8,8, H-3),
516,81 (1H, d, J = 8,8, H-5), 4 7,87 (1H, d, J = 8,8, H-6), 4 2,51 (3H, s, H-8)

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 129,9 (C-1), & 132,2 (C-2), & 116,5 (C-3), & 164,9
(C-4), & 116,5 (C-5), & 132,2 (C-6), & 199,5 (C-7), & 26,3 (C-8)

Bemerkungen: Die NMR Daten sind konsistent mit den von Ding et al. (2000) veroffentlichten
Werten.

3.2.2 Terpene

3.2.2.1 Sesquiterpene

3.2.2.11 (+)—B-Eudesmol (83)

83

Fraktion: D1+2K3H8 (4,6 mg, 2.1.7.4.2, S.24)
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3.2.2 Terpene

Aussehen: weilles Pulver

[a]2D5 = 83,1 (c 0,58 in MeOH)

CD (c 8,97 x 10* M in MeOH) A& (nm): -4,06 (198)
Positive APCI-MS: [M+NH.]" m/z 240,2326 (berechnet: C15sH30NO, 240,2322)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): 64 1,28 (1H, m, H-1a), &+ 1,44 (1H, m, H-1b), &4 1,61 (2H,
m, Hz-2), &+ 2,01 (1H, m, H-3a), &4 2,30 (1H, m, H-3b), & 1,77 (1H, br d, J = 12,2 Hz, H-5), &
1,16 (1H, m, H-6a), &+ 1,65 (1H, m, H-6b), &u 1,37 (1H, tt, J = 12,1; 3,2 Hz, H-7), &u 1,32 (1H,
m, H-8a), & 1,63 (1H, m, H-8b), &4 1,23 (1H, dt, J = 12,9; 3,6 Hz, H-9a), &+ 1,52 (1H, dt, J = 12,5;
3,0 Hz, H-9b), 341,16 (3H, m, Ha-12), &4 1,16 (3H, m, Ha-13), &+ 4,46 (1H, d, J = 1,6 Hz, H-14a),
844,69 (1H, d, J = 1,6 Hz, H-14b), &4 0,71 (3H, s, H3-15)

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 43,1 (C-1), & 24,6 (C-2), & 38,0 (C-3), & 152,4 (C-4),
& 51,2 (C-5), & 26,2 (C-6), & 50,7 (C-7), & 23,6 (C-8), & 42,4 (C-9), & 36,9 (C-10), & 73,4
(C-11), & 26,2 (C-12), & 26,9 (C-13), & 105,8 (C-14), & 16,8 (C-15)

Bemerkungen: Die NMR Daten sind konsistent mit Barton et al. (1987). Der positive Drehwert
ist &hnlich zu dem von (+)-S-Eudesmol (Pascual Teresa et al. 1978, [a]p = 61,2) und deutet somit
auf eine 5S,7R,10R Konfiguration hin.

3.2.2.2 Diterpene

3.2.2.2.1 Phytol (84)

2 6
HO 7 11 15

84
Fraktion: D1+2K3H5 (0,5 mg, 2.1.7.4.2, S.24)

Aussehen: transparentes Ol

Positive APCI-MS: [M+NH.]" m/z 314,3412 (berechnet: C20H44NO, 314,3417)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &4 4,07 (2H, d, J = 6,8 Hz, Ho-1), &4 5,34 (1H, dt, J = 6,8;
1,0 Hz, H-2), &4 2,00 (2H, m, Hz-4), &+ 1,40 (1H, m, H-5a), &+ 1,46 (1H, m, H-5b), &4 1,10 (1H,
m, H-6a), &4 1,29 (1H, m, H-6b), & 1.40% (LH, m, H-7), & 1.08° (1H, m, H-8a), &+ 1.28° (1H, m,
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3 Ergebnisse

H-8b), 4 1.20-1.37 (2H, m, H-9), & 1.08° (1H, m, H-10a), &4 1.28° (1H, m, H-10b), & 1.40°
(1H, m, H-11), & 1.08b (1H, m, H-12a), & 1.28° (1H, m, H-12b), & 1.20-1.37 (2H, m, Hz-13),
S 1,16 (2H, m, Ho-14), & 1,53 (1H, sept, J = 6,7 Hz, H-15), & 0,88 (3H, d, J = 6,4 Hz, Hz-16),
&4 1,65 (3H, s, 3-CHs), 64 0.87% (3H, d, J = 3,9 Hz, 7-CH3), 64 0.86° (3H, d, J = 3,9 Hz, 11-CHs),
540,88 (3H, d, J = 6,4 Hz, 16-CHs)

ad: gustauschbar

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 59,4 (C-1), & 124,8 (C-2), & 139,7 (C-3), & 40,9 (C-
4), & 26,3 (C-5), & 37,7 (C-6), & 33,8 (C-7), & 38,5 (C-8), & 25,5 (C-9), & 38,5 (C-10), &
33,9 (C-11), & 384 (C-12), & 25,9 (C-13), & 40,5 (C-14), & 29,2 (C-15), & 23,1 (C-16), &
16,1 (3-CHa), & 20,2 (7-CHa), & 20,2 (11-CHa), & 23,0 (16-CHa)

Bemerkungen: Die NMR Daten sind konsistent mit den Daten von Melos et al. (2007) und
Phatangare et al. (2017).

32222 All-trans-Geranylgeraniol (85)

HO

85

Fraktion: D1+2K3H10 (1,1 mg, 2.1.7.4.2, S.24)
Aussehen: gelbliches Ol
Positive ESI-HRMS: [M+H]* m/z 291,2689 (berechnet: C2oH350, 291,2682)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): & 4,07 (2H, d, J = 6,8 Hz, Ho-1), ou 5,35 (1H, m, H-2), &
2,03 (2H, m, H-4), 3+ 2,12 (2H, m, Ho-5), &4 5,13 (1H, m, H-6), &4 1,96 (2H, m, H2-8), &+ 2,08
(2H, m, H2-9), &+ 5,10 (1H, m, H-10), &4 1,98 (2H, m, Hz2-12), &n 2,06 (2H, m, Hz-13), &4 5,09
(1H, m, H-14), &4 1,59 (3H, s, H3-16), &4 1,66 (3H, s, 3-CH3), on 1,59 (3H, s, 7-CHa), &1 1,60
(3H, s, 11-CHg), &+ 1,66 (3H, s, 16-CHa)

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 59,4 (C-1), & 124,9 (C-2), & 139,4 (C-3), & 40,7 (C-
4), & 27,4 (C-5), & 125,3 (C-6), & 136,2 (C-7), & 40,8 (C-8), & 27,6 (C-9), & 125,5% (C-10),
& 135,8 (C-11), & 40,9 (C-12), & 27,8 (C-13), & 125,5% (C-14), & 132,1 (C-15), & 17,7 (C-
16), & 16,3 (3-CHs), & 16,1° (7-CHa), & 16,1° (11-CHs), & 25,9 (16-CH)
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3.2.2 Terpene

ab- qustauschbar

Bemerkungen: Die NMR Daten sind konsistent mit denen bei Coates et al. (1978) und Tanaka et
al. (1985).

3.2.2.3 Triterpene

3.2.2.3.1 Progesteron (86)

Fraktionen: D1+2K7H12 (4,8 mg, 2.1.7.4.4, S.26), D1+2K7H13 (3,9 mg, 2.1.7.4.4, S.26),
D1+2K8H1 (0,4 mg, 2.1.7.4.5, S.27), D1+2K9H3 (2,4 mg, 2.1.7.4.6, S.28)

Aussehen: weilllich beiges Pulver

UV Amax: 240 nm

[a]2D6 = 154,1 (c 0,60 in MeOH)

CD (c 2,5 x 10* M in MeOH) A& (nm): 90,89 (218), 37,99 (285), -11,69 (324)
Positive ESI-HRMS: [M+H]" m/z 315,2324 (berechnet: C21H3102, 315,2319)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &4 1,71 (1H, m, H-1a), &4 2,09 (1H, m, H-1b), &4 2,30 (1H,
m, H-2a), o1 2,47 (1H, m, H-2b), &4 5,71 (1H, br s, H-4), &+ 2,28 (1H, m, H-6a), o1 2,50 (1H, m,
H-6b), ou 1,07 (1H, m, H-7a), & 1,90 (1H, m, H-7b), & 1,64 (1H, m, H-8), & 1,02 (1H, m, H-
9), &4 1,51 (1H, m, H-11a), &4 1,66 (1H, m, H-11b), &4 1,50 (1H, m, H-12a), & 2,08 (1H, m, H-
12b), 641,23 (1H, m, H-14), &4 1,28 (1H, m, H-15a), &4 1,73 (1H, m, H-15b), &4 1,67 (1H, m, H-
16a), o4 2,14 (1H, m, H-16b), &4 2,64 (1H, dd, J = 9,1; 9,1 Hz, H-17), &4 0,67 (3H, s, 18-CHs), &1
1,23 (3H, s, 19-CHs), &4 2,11 (3H, s, 21-CH)

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 36,8 (C-1), & 33,9 (C-2), & 202,3 (C-3), & 124,2 (C-
4), & 175,0 (C-5), & 34,7 (C-6), & 33,2 (C-7), & 36,8 (C-8), & 55,2 (C-9), & 40,0 (C-10), &
22,1 (C-11), & 39,7 (C-12), & 45,1 (C-13), & 57,2 (C-14), & 25,3 (C-15), & 23,8 (C-16), &
64,5 (C-17), & 13,7 (18-CHs), & 17,7 (19-CHs), & 212,1 (C-20), & 31,6 (21-CHs)
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IH-NMR (400 MHz, CDCls, 298 K): &4 1,71 (1H, m, H-1a), &4 2,03 (1H, m, H-1b), &+ 2.35-2.44
(2H, m, Hz-2), &+ 5,73 (1H, br s, H-4), ou 2,28 (1H, ddd, J = 14,7; 4,3; 2,5 Hz, H-6a), &4 2.35-
2.41 (1H, m, H-6b), &u 1,06 (1H, dd, J = 12,3; 4,2 Hz, H-7a), &4 1,86 (1H, dquint, J = 12,6; 2,6
Hz, H-7b), &4 1,56 (1H, dddd, J = 11,1; 11,1; 11,1; 3,5 Hz, H-8), &4 0,98 (1H, m, H-9), &4 1,45
(1H, m, H-11a), & 1,63 (1H, m, H-11b), &4 1,44 (1H, m, H-12a), & 2,07 (1H, dd, J = 8,6; 2,9 Hz,
H-12b), &4 1,17 (1H, m, H-14), &4 1,26 (1H, m, H-15a), &4 1,71 (1H, m, H-15b), &4 1,67 (1H, m,
H-16a), &4 2,19 (1H, m, H-16b), &4 2,53 (1H, t, J = 9,0 Hz, H-17), & 0,67 (3H, s, 18-CHs), &1
1,19 (3H, s, 19-CHa), &4 2,12 (3H, s, 21-CHs)

13C-NMR (100 MHz, CDCls, 298 K): & 35,8 (C-1), & 34,0 (C-2), & 199,5 (C-3), & 124,0 (C-
4), & 170,4 (C-5), & 32,8 (C-6), & 31,9 (C-7), & 35,6 (C-8), & 53,7 (C-9), & 38,6 (C-10), &
21,0 (C-11), & 38,7 (C-12), & 44,0 (C-13), & 56,1 (C-14), & 24,4 (C-15), & 22,9 (C-16), &
63,5 (C-17), & 13,4 (18-CHs), & 17,4 (19-CHs), & 209,3 (C-20), & 31,5 (21-CHs)

Bemerkungen: Der Drehwert und die in MeOD aufgenommenen NMR Daten sind konsistent mit
den von Pauli et al. publizierten Daten (2010, [¢]po = 180). In der Literatur sind allerdings die
Kohlenstoffverschiebungen von C-1 (&c 35,8) mit C-16 (oc 22,9), C-2 (&c 34,0) mit C-6 (oc 32,8)
falsch zugeordnet. Hinweis darauf ergab sich aus den identischen Protonenverschiebungen (in der
Literatur und den hier gemessenen) sowie aus den Zuordnungen im HSQC und HMBC
Experiment. Noch zu erwéhnen ist die leichte Diskrepanz der Verschiebungen der beiden
Carbonylkohlenstoffe C-3 (&c 199,5 statt &c 196,9) und C-20 (&c 209,3 statt &c 202,3). Des
Weiteren wurde von Pauli et al. (2010) ein falsches UV Maximum ermittelt. Dieses liegt nicht wie
von Pauli beschrieben bei 207 nm, sondern bei 240 nm. Das in der hier vorliegenden Arbeit
ermittelte UV-Maximum wurde ebenfalls auf dem Spezifikations-Datenblatt fiir Progesteron von
Sigma-Aldrich angegeben. Wegen der besseren Lgslichkeit in CDCIlsz wurden zusatzlich noch
NMR Daten in diesem Losungsmittel erhoben.
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3.2.2 Terpene

3.2.2.4 Apocarotinoide

32.24.1  (-)-Loliolid (87)

Fraktion: D1+2K10H3 (6,6 mg, 2.1.7.4.7, S.29)
Aussehen: transparentes Ol

UV Amax: 260 nm, 335 nm

el = -49,6 (c 0,78 in MeOH)
CD (c 2,5 x 10* M in MeOH) A& (nm): -8,35 (220), -2,09 (253)
Positive ESI-HRMS: [M+Na]* m/z 219,0991 (berechnet: C11H1sNaOs, 219,0992)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &+ 1,74 (1H, dd, J = 13,3; 4,0 Hz, H-3a), o4 2,41 (1H, ddd,
J=13,7; 2,5; 2,5 Hz, H-3b), ox 4,20 (1H, quint, J = 3;5 Hz, H-4), &4 1,52 (1H, dd, J = 14,4; 3,7
Hz, H-5a), &4 1,98 (1H, ddd, J = 14,4; 2,6; 2,6 Hz, H-5b), &4 5,74 (1H, s, H-7), 64 1,75 (3H, s, Ha-
9), 41,46 (3H, s, H3-10), &4 1,26 (3H, s, Hs-11)

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 185,7 (C-1), & 89,0 (C-2), & 46,4 (C-3), & 67,2 (C-
4), & 48,0 (C-5), & 37,2 (C-6), & 113,3 (C-7), & 174,5 (C-8), & 27,0 (C-9), & 27,4 (C-10), &
31,0 (C-11)

Bemerkungen: Die NMR Daten sind konsistent mit Kimura und Maki (2002). Der stark negative
Cotton-Effect um die 220 nm im CD-Spektrum belegt die 2R,4S Konfiguration (Chin et al. 2008).
Der Drehwert ist etwas weniger negativ als von Hodges und Porte (1964) sowie Chin et al. (2008)
ermittelt ([a]o = -92 bzw. -122,2). Dies ist vermutlich auf eine Verunreinigung mit ~ 36 % (4R/S)-
4,8-Dihydroxy-a-tetralon (9a/9b) zurtckzufuhren.
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3.2.2.4.2 Dihydrophaseinsaure (88)

Fraktion: S3F3M5H5H2 (1,5 mg, 2.1.8.5.20, S.55)
Aussehen: weilRes Pulver

UV Amax: 255 nm

26
D

Negative ESI-HRMS: [M-H]" m/z 281,1401 (berechnet: C15H210s5, 281,1394)

[@?® = -23,0 (c 0,19 in MeOH)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &+ 1,66 (1H, ddd, J =13,3; 11,0; 2,1 Hz, H-2a), &1 1,82
(1H, ddd, J = 13,5; 6,9; 1,3 Hz, H-2¢q), o1 4,08 (1H, tt, J=10,7; 7,1 Hz, H-3), &4 1,74 (1H, dd,
J=13,1; 10,3 Hz, H-4ax), &4 2,00 (LH, ddd, J = 13,7; 6,9; 1,4 Hz, H-4eq), &4 6,21 (1H, d, J = 16,0
Hz, H-7), 847,68 (1H, d, J = 16,0 Hz, H-8), & 5,84 (1H, br's, H-10), 343,67 (1H, d, J = 7,2 Hz,
H-12a), 6u 3,79 (1H, dd, J=7,2; 2,1 Hz, H-12b), &4 0,91 (3H, s, 13-CHs), &4 1,14 (3H, s, 14-
CHs), 641,94 (3H, d, J = 1,1 Hz, 15-CHs)

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 49,1 (C-1), & 44,6 (C-2), & 66,2 (C-3), & 46 (C-4),
& 87,8 (C-5), & 83,2 (C-6), & 129,2 (C-7), & 133,2 (C-8), & 140,2 (C-9), & 128,7 (C-10),
& 1759 (C-11), & 77,3 (C-12), & 16,4 (13-CHs), & 19,7 (14-CHs), & 20,4 (15-CHs)

Bemerkungen: Die NMR Daten sind konsistent mit Le Cai et al. (2012) und Zhang et al. (2010).
Die einzige Diskrepanz liegt in den Verschiebungen der C5-Kette C-7: &c 129,2 statt oc 135,1;
C-8: &c 133,2 statt oc 132,2; C-9: & 140,2 statt &c 151,0; C-10: & 128,7 statt oc 120,3; C-11
& 1759 statt & 170,6) bzw. H-7: &4 6,21 (1H, d, J = 16,0 Hz) statt &4 6,50 (1H, d, J = 15,8 Hz);
H-8: 647,68 (1H, d, J = 16,0 Hz) statt & 7,96 (1H, d, J = 15,8 Hz); H10: &1 5,84 (1H, br s) statt
on 5,77 (1H, br s). Um die genaue Ursache fur diesen Shift zu erklaren sind noch weitere Analysen

notwendig.
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3.2.2 Terpene

3.2.2.43  (6S,95)-Vomifoliol (89)

Fraktion: D1+2K11H2 (0,6 mg, 2.1.7.4.8, S.29)
Aussehen: weilles Pulver

uv ﬂmax: 230 nm

[a]zIf = 95,4 (c 0,12 in MeOH)
CD (c 2,5 x 10 M in MeOH) A& (nm): 6,25 (243)
Negative ESI-HRMS [M+COOH] m/z 269,1398 (berechnet: C14H210s, 269,1394)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &4 2,15 (1H, d, J = 16,7 Hz, H-2a), &1 2,47 (1H, d, J = 16,9
Hz, H-2b), 345,87 (1H, m, H-4), 345,76 (1H, d, J = 15,8 Hz, H-7), 64 5,80 (1H, dd, J = 15,7; 4,9
Hz, H-8), &+ 4,31 (1H, dquint, J = 6,4; 4,9 Hz, H-9), 64 1,23 (1H, d, J = 6,5 Hz, H-10), &4 1,01
(3H, s, Ha-11), &4 1,03 (3H, s, H3-12), 641,90 (3H, d, J = 1,1 Hz, Hs-13)

IH-NMR (300 MHz, CDCls, 298 K): § 2,24 (1H, dd, J = 17,0; 1,0 Hz, H-2a), 4 2,45 (1H, d,
J=17,1 Hz, H-2b), &+ 5,91 (1H, t, J = 1,3 Hz, H-4), &4 5,78 (1H, d, J = 15,7 Hz, H-7), &4 5,87
(1H, dd, J = 15,6; 4,9 Hz, H-8), &4 4,41 (1H, m, H-9), &4 1,30 (1H, d, J = 6,4 Hz, H-10), & 1,01
(3H, s, Hs-11), &n 1,08 (3H, s, Ha-12), 4 1,89 (3H, d, J = 1,4 Hz, H3-13)

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 42,4 (C-1), & 50,7 (C-2), & 201,2 (C-3), & 127,1 (C-
4), & 167,4 (C-5), & 80,0 (C-6), & 130,0 (C-7), & 136,9 (C-8), & 68,6 (C-9), & 23,8 (C-10),
& 24,5 (C-11), & 23,5 (C-12), & 19,5 (C-13)

Bemerkungen: Die NMR Daten gaben Hinweis darauf, dass es sich bei der Verbindung um ein
VVomifoliol Derivat handeln sollte. Aufgrund des positiven Cotton-Effekts bei 243 nm waren die
beiden Diastereomere (6S,9R)- und (6S,9S)-Vomifoliol in Betracht zu ziehen (Yamano und Ito
2005). Der Drehwert ist wenig aussagekraftig, da er sich bei den Diastereomeren nur wenig
unterscheidet (Yamano und Ito 2005, (6S,9R)-Vomifoliol: [a]p = 214,1; (6S,9S)-Vomifoliol:
[a]p = 197,5). Allerdings ergab der direkte Vergleich der NMR Daten (gemessen in CDCI3) eine

hohere Ubereinstimmung mit den Verschiebungen von (6S,9S)-Vomifoliol.
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3 Ergebnisse

3.2.24.4 (6S,9R)-Roseosid (90)

90

Fraktion: SIM4H2H1 (0,6 mg, 2.1.8.5.3, S.44)
Aussehen: beiges Pulver

UV Amax: 229 nm

[aﬁ;‘ = 81,0 (c 0,08 in MeOH)

CD (c 1,8 x 10* M in MeOH) A& (nm): -8,98 (196), 8,83 (243)
Positive ESI-HRMS [M+H]* m/z 387,2014 (berechnet: C19H310s, 387,2013)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): 642,51 (1H, d, J = 17,0 Hz H-24), 64 2,14 (1H, d, J = 17,2
Hz, H-2eq), &4 5,86 (1H, quintet-like, J = 1,4 Hz, H-4ax), &4 5,85% (1H, H-7), &+ 5,85% (1H, H-8),
4,41 (1H, m, H-9), 511,28 (1H, d, J = 6,1 Hz, Hs-10), &+ 1,03 (3H, 5, Ha-11), &4 1,02 (3H, s, Hs-
12), 841,91 (3H, d, J = 1,1 Hz H3-13), 644,33 (1H, d, J = 7,6 Hz, H-1), &4 3,16 (1H, dd, J = 7,9;
9,1 Hz, H-2'), 843,32 (1H, m, H-3"), &4 3,24 (1H, dd, J = 9,3; 9,3 Hz H-4"), & 3,22 (1H, m, H-
5, &4 3,61 (1H, dd, J = 5,5; 11,7 Hz, H-6a"), &4 3,84 (1H, dd, J = 2,0; 11,8 Hz, H-6b")

*Uberlagert

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 42,4 (C-1), & 50,7 (C-2), & 201,2 (C-3), & 127,2 (C-
4), & 167,4 (C-5), & 80,1 (C-6), & 1315 (C-7), & 135,3 (C-8), & 77,3 (C-9), & 21,2 (C-10),
& 23,4 (C-11), & 24,7 (C-12), & 19,5 (C-13), & 102,8 (C-1), & 75,3 (C-2°), & 78,1 (C-3"),
& 71,7 (C-4'), & 78,1 (C-5°), & 62,8 (C-6")

Bemerkungen: Die NMR-, CD- und Polarimetrie Daten sind konsistent mit Yamano und Ito
(2005, [a]p = 109,4).
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3.2.2 Terpene

3.2.2.4.5 (6R,9R)-3-0x0-a-ionol 9-O-4-D-glucopyranosid (91)
II, 12 10 e OH

_ /~_OH
O
’ O/S,’;OH

HO™

91

Fraktionen: SIM8H1 (4,6 mg, 2.1.8.5.4, S.44), S2M7H3H1 (3,1 mg, 2.1.8.5.6, S.46)
Aussehen: beiges Pulver

uv ﬂmax: 235 nm

[oz]zl;L = 123,2 (c 0,54 in MeOH)

CD (c 1,8 x 10* M in MeOH) A& (nm): -3,29 (204), 15,31 (244)
Positive ESI-HRMS: [M+H]" m/z 371,2068 (berechnet: C19H3107, 371,2064)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &+ 2,42 (1H, d, J = 16,8 Hz, H-2a), ok 2,04 (1H, d, J = 16,6
Hz, H-2eq), 64 5,87 (1H, ddd, J = 9,2; 14,2 Hz, H-4), 4 2,67 (1H, d, J = 9,2 Hz, H-6), &4 5,64 (1H,
dd, J =9,0; 15,8 Hz, H-7), 845,77 (1H, dd, J = 6,4; 15,4 Hz, H-8), 4,39 (1H, dg, J = 0,7; 6,4 Hz,
H-9), & 1,28 (3H, d, J = 6,3 Hz, H3-10), 64 1,00 (3H, s, Ha-11), &+ 1,02 (3H, s, Hs-12), 41,93
(3H, d, J = 1,0 Hz H3-13), 44,34 (1H, d, J = 7,9 Hz, H-1"), &+ 3,16 (LH, dd, J = 8,0; 8,8 Hz, H-
2), 543,33 (1H, dd, J = 8,9; 8,9 Hz H-3"), 643,29 (1H, dd, J = 8,9; 8,9 Hz H-4"), 643,20 (1H,
ddd, J = 2,4; 5,5; 9,4 Hz H-5"), &4 3,65 (1H, dd, J = 5,4; 11,8 Hz, H-6a"), &1 3,81 (1H, dd, J = 2,3;
11,9 Hz H-6b")

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 37,1 (C-1), & 48,3 (C-2), & 202,0 (C-3), & 126,1 (C-
4), & 1659 (C-5), & 56,8 (C-6), & 128,8 (C-7), & 138,2 (C-8), & 77,0 (C-9), & 21,0 (C-10),
& 27,6 (C-11), & 28,0 (C-12), & 23,8 (C-13), & 102,5 (C-17), & 75,3 (C-2), & 78,1 (C-3"),
& 71,5 (C-4"), & 78,0 (C-5), & 62,7 (C-6")

Bemerkungen: Die NMR Daten sind konsistent mit den bei Pabst et al. (1992) und Wu et al.
(2003) publizierten Werten. Der positive Cotton-Effekt bei 244 nm stimmt ebenfalls mit den CD
Daten von Pabst et al. (1992) iberein und deutet somit auf eine (6R,9S) Konfiguration hin.

Zusatzlich ist der Drehwert analog zu Wu et al. (2003, [«]p = 120,0).
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3 Ergebnisse

3.2.24.6 Byzantionosid B ((6R,9R)-9-Hydroxymegastigman-4-en-3-one 9-O-f-D-
glucopyranoside, 92)

II// 12 10 s OH
~ 7 \ OH
9 A
o 5 OHO > "OH
5
0] 4 13
92

Fraktion: S2M7H3H3 (8,2 mg, 2.1.8.5.6, S.46)
Aussehen: weiles Pulver
Negative ESI-HRMS: [M+CI] m/z 407,1840 (berechnet: C19H32CIO7, 407,1842)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &4 2,45 (1H, d, J = 17,3 Hz, H-2a), ox 1,97 (1H, m, H-2¢q),
845,79 (1H, s, H-4), &4 1,98* (1H, m, H-6), & 1,96* (1H, m, H-7a), & 1,50* (1H, m, H-7h),
41,60% (1H, m, H-8a), &4 1,66* (1H, m, H-8b), & 3,87* (1H, m, H-9), &41,18* (3H, d, J=6,4
Hz, H3-10), &4 1,00 (3H, s, Hs-11), 641,08 (3H, s, Ha-12), 342,04 (3H, d, J = 1,3 Hz, Ha-13),
814,32 (1H, d, 3= 7,9 Hz, H-1"), 83,13 (1H, dd, J = 7,8; 9,2 Hz, H-2"), & 3,34 (1H, m, H-3"),
843,29% (1H, m, H-4"), &43,24* (1H, m, H-5"), &43,85% (1H, m, H-6a"), & 3,64* (1H, dd,
J=5,4;11.6 Hz, H-6b")

*Uberlagert

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 37,3 (C-1), & 48,1 (C-2), & 202,4 (C-3), & 125,4 (C-
4), & 170,1 (C-5), & 52,4 (C-6), & 26,8 (C-7), & 37,8 (C-8), & 75,5 (C-9), & 19,9 (C-10),
& 29,1 (C-11), & 27,5 (C-12), & 25,0 (C-13), & 102,1 (C-17), & 75,2 (C-2), & 78,2 (C-3"),
& 71,8 (C-4"), & 77,9 (C-5), & 62,9 (C-6)

Bemerkungen: Die NMR Daten sind konsistent mit Matsunami et al. (2010). Da 92 nur die
Minorkomponente in der Mischung darstellt (~ 25% nach NMR, zusammen mit 75 %
Linarionosid B (94)), konnten der Drehwert und das CD-Spektrum nicht sinnvoll bestimmt
werden. Die *H und ¥C-Verschiebungen bzw. die Kopplungskonstanten der Protonen des Zuckers
entsprechen allerdings denen einer S-Glucose, womit fir 92 und 94 die gleiche Stereochemie

angenommen werden kann.
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3.2.2 Terpene

3.2.24.7 Linarionosid A (93)

Fraktionen: S2M7H3H2 (1,4 mg, 2.1.8.5.6, S.46), S2M7H4H2 (1,3 mg, 2.1.8.5.7, S.46)

Aussehen: weiles Pulver

[a] = -39,6 (c 0,18 in MeOH)
CD (c 1,8 x 10* M in MeOH) A& (nm): -6,84 (196), 0,77 (213)
Negative ESI-HRMS [M+CI] m/z 409,1996 (berechnet: C19H34CIO7, 409,1999)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &1 1,48 (1H, dd, J = 12,0; 12,0 Hz, H-2ax), &4 1,82 (1H, ddd,
J=122:34; 12,2 Hz, H-2eq), 644,05 (1H, dddd, J = 12,3; 9,5; 5,9 3,5 Hz, H-3), 6k 2,01 (LH, dd,
1=9,8; 16,2 Hz, H-4a), 61 2,33 (1H, dd, J = 4,2; 16,5 Hz, H-4eq), 64 1,93 (1H, m, H-7a), &4 2,20
(1H, m, H-7b), & 1,48 (2H, m, H-8), 643,69 (1H, dt, J=6,0; 12,3 Hz, H-9), 641,16 (3H, d,
J=6,2 Hz, Hs-10), 6n 1,04 (3H, s, Hs-11), 61 1,05 (3H, s, Ha-12), &1 1,64 (3H, s, Ha-13), 644,41
(1H,d, J = 7,7 Hz, H-1"), &+ 3,14 (1H, dd, J = 7,8; 9,1 Hz, H-2"), &4 3,35 (1H, dd, J = 8,9; 8,9 Hz,
H-3"), 843,29 (1H, dd, J = 8,3; 8,3 Hz, H-4"), 63,26 (1H, m, H-5), 643,66 (1H, dd, J =5,4;
11,9 Hz, H-6a"), &4 3,85 (1H, dd, J = 2,1; 11,9 Hz, H-6b")

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 38,8 (C-1), & 47,5 (C-2), & 73,2 (C-3), & 39,8 (C-4),
& 125,1 (C-5), & 138,5 (C-6), & 25,5 (C-7), & 40,7 (C-8), & 69,2 (C-9), & 23,3 (C-10), & 28,8
(C-11), & 30,3 (C-12), & 20,0 (C-13), & 102,3 (C-17), & 75,2 (C-2'), & 78,1 (C-3"), & 71,7 (C-
4, & 77,9 (C-5), & 62,7 (C-6")

Bemerkungen: Die NMR Daten und der Drehwert sind konsistent mit Otsuka (1994,
[a]o = -44,7).
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3 Ergebnisse

3.2.24.8 Linarionosid B (94)

L) . . OH
L ot
HO .

94

Fraktionen: S2M7H3H3 (8,2 mg, 2.1.8.5.6, S.46), S2M7H4H3 (7,4 mg, 2.1.8.5.7, S.46)

Aussehen: weilles Pulver

[a]D = -53,9(c 0,93 in MeOH)
CD (¢ 1,8 x 10* M in MeOH) A& (nm): -8,43 (198), 0,81 (219)
Negative ESI-HRMS: [M+CI] m/z 409,1998 (berechnet: C19H34CIO7, 409,1999)

LH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &4 1,36 (1H, dd, J = 12,1; 12,1 Hz, H-2ax), &4 1,66 (1H, ddd,
J=22;33; 12,1 Hz, H-2q), &43,83* (1H, ddd, J = 12,0; 5,7; 3,3 Hz, H-3), 641,91 (1H, dd,
J=9,7; 16,5 Hz, H-4ax), 642,17 (1H, dd, J = 4,4; 16,2 Hz, H-4eq), 34 1,95 (1H, dt, J =5,1; 13,2
Hz, H-7a), 842,24 (1H, dt, J=4,1; 132 Hz, H-7b), 41,53 (1H, tt, J=5,3; 13,1 Hz, H-8a),
811,63 (1H, m, H-8b), &+ 3,87 (1H, sext, J = 5,9 Hz, H-9), &+ 1,19 (3H, d, J = 6,1 Hz, Hs-10),
811,03 (3H, s, Ha-11), 64 1,04 (3H, 5, Ha-12), 641,63 (3H, s, Hs-13), 644,33 (1H, d, J = 7,8 Hz,
H-1), 843,15 (1H, dd, J = 7,8; 9,1 Hz, H-2"), &4 3,35 (1H, dd, J = 8,9; 8,9 Hz, H-3"), &4 3,29 (1H,
m, J = 8,6; 8,6 Hz, H-4"), &4 3,24 (1H, m, H-5"), &u 3,66 (1H, dd, J = 5,6; 11,8 Hz, H-6a"), &1 3,83
(1H, dd, J = 3,3; 5,7; 12,0 Hz, H-6b")

*Uberlagert

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 38,8 (C-1), & 49,5 (C-2), & 65,7 (C-3), & 42,9 (C-4),
& 125,3 (C-5), & 138,4 (C-6), & 25,3 (C-7), & 39,0 (C-8), & 76,1 (C-9), & 19,7 (C-10), & 28,9
(C-11), & 30,4 (C-12), & 20,0 (C-13), & 102,2 (C-1), & 75,2 (C-2°), & 78,2 (C-3), & 71,8 (C-
), & 77,9 (C-5), & 62,9 (C-6")

Bemerkungen: Die NMR Daten und der Drehwert sind konsistent mit Otsuka (1994, [a]p = -
55,0).

212



3.2.2 Terpene

3.2.2.4.9 Sedumosid F1 (95)

11// 12 10 . & OH
~ 7 . OH
X IO
< 0§§OH
SHa-
HOY

95

Fraktion: S2M7H3H1 (3,1 mg, 2.1.8.5.6, S.46)
Aussehen: weiles Pulver
Negative ESI-HRMS: [M+CI] m/z 409,1994 (berechnet: C19H34CIO7, 409,1999)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &4 1,10 (1H, dd, J = 12,0; 12,0 Hz, H-2ax), &4 1,69 (1H, ddd,
J=2,2;4,1;12,4 Hz, H-2eq), 643,72 (1H, tt, J = 4,3; 11,4 Hz, H-3), &+ 0,89 (1H, m, H-4ax), &1 1,96
(1H, ddt, J = 12,4; 3,9; 2,3 Hz, H-4eq), 641,54 (1H, m, H-5), ou 1,31 (1H, dd, J = 10,5; 10,5 Hz,
H-6), 645,34 (1H, ddd, J=0,6; 9,8; 15,5 Hz, H-7), 345,53 (1H, dd, J=7,0; 15,5 Hz, H-8),
&44,34% (1H, m, H-9), 641,27 (3H, d, J = 6,5 Hz, Ha-10), &4 0,86 (3H, s, H3-11), 640,89 (3H, s,
Ha-12), 640,82 (3H, d, J = 6,5 Hz, H3-13), on 4,34* (1H, d, J = 7,8 Hz, H-1), 643,16 (1H, dd,
J=178;9,0Hz, H-2"), 543,33 (1H, dd, J = 8,9; 8,9 Hz, H-3"), 643,29 (1H, dd, J = 9,2; 9,2 Hz, H-
4), 83,20 (1H, dd, J = 2,4; 5,5 Hz, H-5), & 3,67 (1H, dd, J = 5,2; 11,9 Hz, H-6a"), &4 3,79 (1H,
dd, J = 2,8; 12,2 Hz, H-6b")

*Uberlappend

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 35,9 (C-1), & 51,1 (C-2), & 67,3 (C-3), & 45,6 (C-4),
& 32,2 (C-5), & 58,6 (C-6), & 133,2 (C-7), & 136,5 (C-8), & 77,9 (C-9), & 21,4 (C-10), & 21,8
(C-11), & 32,1 (C-12), & 21,8 (C-13), & 102,3 (C-1'), & 75,4 (C-2°), & 77,9 (C-3"), & 71,4 (C-
4, & 77,9 (C-5°), & 62,5 (C-6)

Bemerkungen: Die NMR Daten sind konsistent mit denen von Morikawa et al. (2007). Da
Sedumosid F1 nur zu ~ 25 % (NMR) in der Mischung mit (6R,9R)-3-0x0-a-ionol 9-O-f-D-
glucopyranosid (91) vorlag (~ 75 %), konnte der Drehwert nicht bestimmt werden. Die *H und
13C-Verschiebungen bzw. die Kopplungskonstanten der Protonen des Zuckers entsprechen denen
einer S-Glucose, womit die gleiche Stereochemie wie bei Sedumosid F1 angenommen werden

konnte.

213



3 Ergebnisse

3.2.2.4.10  3-Hydroxy-5,6-epoxy-g-ionol-9-O-4-D-glucopyranosid (96)

s « OH

oY TOH

Fraktion: SIM4H1H1 (1,4 mg, 2.1.8.5.2, S.43)

Aussehen: beiges Pulver

[a]ZD3 = -53,0 (¢ 0,18 in MeOH)

Positive ESI-HRMS [M+H]" m/z 389,2167 (berechnet: C19H330g, 389,2170)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): & 1,21 (1H, m, H-2), 641,54 (1H, ddd, J = 1,9; 3,2; 12,8
Hz, H-2¢q), 643,73 (1H, dddd, J = 3,5; 4,9; 9,2; 10,7 Hz, H-3), &4 1,60 (1H, ddd, J = 9,2; 14,2 Hz,
H-4a), 42,26 (1H, ddd, J = 1,7; 4,9; 14,1 Hz, H-4eq), 45,95 (1H, dd, J = 1,0; 15,4 Hz, H-7),
85,72 (1H, dd, J=6,6; 15,5 Hz, H-8), 644,40 (1H, dg, J = 1,1; 6,5 Hz, H-9), & 1,27 (3H, d,
J=6,4 Hz, H3-10), &4 0,96 (3H, s, Hs-11), 6n 1,11 (3H, s, Hs-12), 61 1,18 (3H, s, Ha-13), 644,34
(1H, d, J=7,7 Hz, H-1"), 43,17 (1H, dd, J = 7,7; 9,3 Hz, H-2"), &4 3,33 (1H, m, H-3"), &4 3,33
(1H, m, H-4"), &4 3,21 (1H, m, H-5), 643,67 (1H, dd, J =5,1; 11,9 Hz, H-63"), & 3,80 (1H, m,
H-6b")

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 35,9 (C-1), & 48,0 (C-2), & 64,5 (C-3), & 41,6 (C-4),
& 68,0 (C-5), & 71,2 (C-6), & 127,7 (C-7), & 137,1 (C-8), & 76,9 (C-9), & 21,0 (C-10), & 25,1
(C-11), & 30,1 (C-12), & 20,2 (C-13), & 102,6 (C-1), & 75,3 (C-2°), & 78,1 (C-3), & 71,4 (C-
), & 77,9 (C-5), & 62,6 (C-6")

Bemerkungen: Die NMR Daten sind konsistent mit den von Sudo et al. (2000) publizierten Daten.
Der Drehwert liegt, obwohl die Substanz ca. 1:1 mit 97 vorliegt, um den von Sudo et al. (2000)
ermittelten Wert ([o]o =-35,2). Da beide Substanzen ann&hernd den gleichen Drehwert (97,

[a]p = -48,2) aufweisen, differenziert der gemessene Wert im Mittel nur wenig.
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3.2.24.11 Citrosid A (97)

Fraktion: SIM4H1H1 (1,4 mg, 2.1.8.5.2, S.43)

Aussehen: beiges Pulver

[a]zD3 = -53,0 (c 0,18 in MeOH)

Negative ESI-HRMS: [M+COOH] m/z 431,1930 (berechnet: C20H31010, 431,1923)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &4 1,33 (1H, ddd, J = 1,9; 4,0; 12,5 Hz H-2ax), &4 1,91 (1H,
dd, J=11,7; 11,7 Hz, H-2eg), 644,31 (1H, tt, 3 =3,9; 11,1 Hz, H-3), &4 1,35 (1H, ddd, J = 2,0;
3,9; 13,4 Hz, H-4ax), &4 2,47 (1H, dd, J = 11,6; 13,0 Hz, H-4eg), 45,88 (1H, s, H-8), ou 2,18 (3H,
s, , Ha-10), 6n 1,37 (3H, s, Ha-11), & 1,15 (3H, s, Ha-12), ou 1,46 (3H, s, H3-13), &4 4,51 (1H, d,
J=7,7Hz, H-1), 83,13 (1H, dd, J = 7,8; 9,2 Hz, H-2"), 64 3,33 (1H, m, H-3"), ou 3,24 (1H, dd,
J=9,1; 9,1 Hz H-4"), 643,20 (1H, m, H-5"), & 3,60 (1H, dd, J =5,5; 11,6 Hz, H-6a"), ox 3,80
(1H, m, H-6b")

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 37,0 (C-1), & 49,9 (C-2), & 63,8 (C-3), & 48,0 (C-4),
& 78,7 (C-5), & 119,1 (C-6), & 200,7 (C-7), & 101,4 (C-8), & 213,0 (C-9), & 26,7 (C-10),
& 30,1 (C-11), & 32,5 (C-12), & 26,6 (C-13), & 98,7 (C-17), & 75,3 (C-2°), & 78,6 (C-3"),
& 71,7 (C-4"), & 77,8 (C-5), & 62,9 (C-6")

Bemerkungen: Die NMR Daten sind konsistent mit Shyaula et al. (2013). Der Drehwert liegt,
obwohl die Substanz ca. 1:1 mit 96 vorliegt, um den von Umehara et al. (1988) ermittelten Wert
([a]o = -48,2). Da beide Substanzen annahernd den gleichen Drehwert (97, Lit.: [a]p = -35,2)

aufweisen, differenziert der gemessene Wert im Mittel nur wenig.
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3.2.2.4.12 Actinidioionosid (98)

98

Fraktion: S3F4M4H1a (2,3 mg, 2.1.12.1, S.80)

Aussehen: weilles Pulver

[a]ZI;S = -9,0 (¢ 0,29 in MeOH)

Negative ESI-HRMS [M-H]" m/z 405,2130 (berechnet: C19H3309, 405.2130)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &4 1,63 (1H, dd, J = 12,0; 12,0 Hz, H-24x), &1 1,43 (1H, ddd,
J=123; 4,1; 1,4 Hz, H-2eq), 64 4,04 (1H, m, H-3), 64 1,74 (1H, m, H-4a), &4 1,75 (1H, m, H-
4eq), 646,09 (1H, dd, J = 16,0; 0,5 Hz, H-7), &+ 5,84 (1H, dd, J = 15,9; 7,5 Hz, H-8), &1 4,40 (1H,
quint, J = 6,7 Hz, H-9), ok 1,32 (1H, d, J = 6,3 Hz, H3-10), &+ 1,16 (3H, s, Ha-11), &4 0,84 (3H, s,
H3-12), 64 1,15 (3H, s, Hs-13), &n 4,34 (1H, d, J = 7,8 Hz, H-1"), &4 3,17 (1H, dd, J = 9,2; 7,9 Hz,
H-2'), & 3,322 (1H, dd, J = 11,8; 11,8 Hz, H-3"), &4 3,21 (1H, m, H-4"), &+ 3,217 (1H, m, H-5"),
843,59 (1H, m, H-6a"), &4 3,83 (1H, dd, J = 11,6; 1,1 Hz, H-6b")

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 40,7 (C-1), & 46,4 (C-2), & 65,3 (C-3), & 45,6 (C-4),
& 77,8 (C-5), & 78,9 (C-6), & 133,0 (C-7), & 134,7 (C-8), & 78,8 (C-9), & 21,8 (C-10), & 27,6
(C-11), & 26,2 (C-12), & 27,5 (C-13), & 102,6 (C-1'), & 75,3 (C-2°), & 78,2 (C-3"), & 71,8 (C-
4), & 78,0 (C-57), & 62,8 (C-6")

Bemerkungen: Die NMR Daten und der Drehwert sind konsistent mit Samy et al. (2014a) bzw.
mit Sueyoshi et al. (2006, [a]p = -11,8).
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3.2.2.4.13  Juglanionosid A (Actinidioionoside-6"-O-E-caffeat, 99)

Fraktion: S3F4M4H1 (16,2 mg, 2.1.8.5.21, S.55)
Aussehen: hellbeiges Pulver

UV Amax (Ig €): 218 nm (4,32), 244 nm (3,99), 298 nm (4,06), 330 nm (4,17)

[a]2D5 = -34,9 (c 1,08 in MeOH)
CD (c 1,8 x 10* M in MeOH) A& (nm): -9,35 (197)
Negative ESI-HRMS [M-H] m/z 367,2450 (berechnet: C2gH39012, 367,2447)

'H-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &4 1,66 (1H, dd, J = 12,1; 12,1 Hz, H-2a), &4 1,44 (1H, ddd,
1=12,3; 4,0; 1,3 Hz, H-2eq), &4 4,06 (1H, m, H-3), &4 1,767 (1H, m, H-4x), S+ 1,78% (1H, m, H-
4eq), 34 6,11 (1H, dd, J = 16,0; 0,8 Hz, H-7), 645,82 (1H, dd, J = 15,9; 6,9 Hz, H-8), &4 4,40 (1H,
m, H-9), 641,32 (3H, d, J = 6,4 Hz, H3-10), &4 1,17 (3H, s, Ha-11), &4 0,82 (3H, s, H3-12), &4 1,15
(3H, s, Ha-13), 614,40 (1H, d, J = 7,7 Hz, H-1"), 643,21 (1H, dd, J = 8,4; 8,4 Hz, H-2"), &4 3,36°
(1H, m, H-3"), &4 3,36% (1H, m, H-4"), &u 3,45 (1H, m, H-5"), & 4,26 (1H, dd, J = 11,9; 5,5 Hz,
H-6a"), &4 4,46 (1H, dd, J = 11,9; 1,8 Hz, H-6b"), 64 7,05 (1H, d, J = 1,9 Hz, H-2""), 516,76 (1H,
d,J=8,2Hz, H-57), 346,94 (1H, dd, J = 8,2; 1,9 Hz, H-6""), &u 7,56 (1H, d, J = 15,9 Hz, H-77),
546,33 (1H, d, J = 15,9 Hz, H-8")

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 40,7 (C-1), & 46,3 (C-2), & 65,3 (C-3), & 45,7 (C-4),
& 77,9 (C-5), & 79,1 (C-6), & 133,0 (C-7), & 134,2 (C-8), & 78,6 (C-9), & 21,7 (C-10), & 26,2
(C-11), & 27,5 (C-12), & 27,5 (C-13), 8¢ 102,7 (C-17), & 75,3 (C-2'), & 77,7 (C-3"), & 71,5 (C-
4), & 75,5 (C-5), & 64,6 (C-6"), & 127,5 (C-17), & 115,0 (C-27), & 147,0 (C-3"), & 150,2
(C-47), & 116,5 (C-57), & 123,2 (C-67), & 147,4 (C-77), & 114,7 (C-87), & 169,3 (C-97)

Bemerkungen: Das 3C NMR Spektrum deutet aufgrund der charakteristischen Verschiebungen
von vier Methyl- (&c 21,7, &c 26,2, & 27,5, oc 27,5), zwei Methylen- (oc 46,3, &c 45,7), zwei
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Schwindl, S3F4IM4H| (ca.15.5mg/0.6ml CD30D)
HMBC

H7” H2" H-6" H-5” H-8"

c-9”

Oxymethin- (&c 65,3, oc 78,6), zwei olefinischen
(oc 133,0, oc 134,2) und drei quartdren
Kohlenstoffen (oc 40,7, oc 77,9, & 79,1) sowie

ppm

F110

den typischen Verschiebungen einer S-Glucose
(6c 102,7, &¢ 75,3, &c 77,7, & 71,5, &¢ 75,5, &
64,6) auf ein Megastigmanglucosid hin.
Zusétzlich  wurden noch neun  weitere
Kohlenstoffsignale  detektiert, die einem

160

Phenylpropanoid zugeordnet werden konnten.

170

Das 'H NMR Spektrum zeigt zusatzliche Signale

T T T T T T T T T
76 75 74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 64 6.3

H-6b H-6a

Cc-9”

""""""""""""""""""""""""""""""

" eines aromatischen ABX-Spin Systems (J+ 7,05,
pom d, J2v6- =19 Hz, H-2"", 64 6,76, d, J5~ 6~ = 8,2
1o Hz, H-5" und 61 6,94, dd, Js~ 2 5- = 8,2; 1,9 Hz,

I 167.0

nes H-6"") und zweier trans-olefinischer Protonen
™ 847,56 (d, Jrs =159 Hz, H-77), 546,33 (d,
Evm Jg7-=15,9 Hz, H-8), was darauf hindeutet,

- 169.5

dass das Megastigmanglucosid mit einem

F170.0

~ms  zweifach substituierten, trans konfigurierten
e Phenylpropanoid verestert ist. Dies konnte

L1715

smo konnte mittels HMBC Kopplungen zwischen C-
9" und H-7"" bzw. H-8"" sowie zwischen H-6""

Abbildung 62 Ausschnitte aus dem HMBC Spektrum von 99.

Abbildung 63 Ausschnitt aus den *H-NMR Spektren
nach Derivatisierung des Zuckers von 99 (unten), D-
(+)-Glucose (Mitte) und L(-)-Glucose (oben) mit (S)-
(+)-2-Methyl-butterséureanhydrid.

218

und C-7"" bzw. C-8~ bewiesen werden. Die

beiden durch Hydroxylgruppen ins Tieffeld
verschobenen Kohlenstoffe oc 147,0 (C-37") und o&c
150,2 (C-4"") bzw. deren HMBC Kopplungen mit H-2"",
H-5" und H-6" lieferten schlieBlich  den
entscheidenden  Hinweis auf eine Kaffeesdure
(Abbildung 62, oben). Eine weitere HMBC Kopplung
zwischen C-9” und H-6a" bzw. H-6b" konnte die
Veresterungsstelle der Kaffeesédure am C-6" des Zuckers
beweisen (Abbildung 62, unten). Die Verbindung wurde
teilweise  einer milden alkalischen  Hydrolyse
unterzogen, um das Phenylpropanoid abzuspalten

(2.1.12, S.79). Nach erfolgreicher Aufreinigung wurde



3.2.2 Terpene

Actinidioionosid (98, 3.2.2.4.12, S.216) erhalten. Dadurch konnte dem Molekil die absolute

Stereochemie 3S, 5R, 6R, 9R zugewiesen werden.

AuRerdem wurde beispielhaft fur alle weiteren Megastigman-Derivate die absolute Konfiguration
des Zuckers mittels (S)-(+)-2-Methylbuttersaureanhydrid bestimmt (2.1.11, S.78). Das
Protonensignal des anomeren Protons des abgespaltenen, derivatisierten Zuckers liegt bei o4 5,948
(d, J = 8,3 Hz) und ist identisch zu dem der derivatisierten D-(+)-Glucose 6n 5,948 (d, J = 8,3 Hz)
und unterscheidet sich von der derivatisierten L-(-)-Glucose on 5,938 (d, J = 8,4 Hz, Abbildung
63). Somit konnte das Molekil als Actinidioionosid 6°-O-E-caffeat identifiziert werden. Der

Substanz wurde der Trivialname Juglanionosid A zugeteilt.

3.2.2.4.14  Juglanionosid B (Actinidioionosid-6"-O-E-p-cumarat, 100)

Fraktion: S2M8H6 (2,3 mg, 2.1.8.5.8, S.47)
Aussehen: weilles Pulver

UV Amax (19 €): 225 nm (3,74), 315 nm (3,78)

[a]zDS = -27,3(c 0,29 in MeOH)

CD (c 1,8 x 10* M in MeOH) A& (nm): -8,96 (200)
Positive ESI-HRMS: [M+NH.]" m/z 570,2910 (berechnet: C2sH44NO11, 570,2909)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &4 1,65 (1H, dd, J = 12,0; 12,0 Hz, H-2ax), on 1,43 (1H, m,
H-2eq), 84 4,04 (1H, tt, J = 11,3; 4,7 Hz, H-3), &4 1,75 (2H, m, Hz-4), &1 6,11 (1H, dd, J = 15,9;
0,8 Hz, H-7), 645,83 (1H, dd, J = 16,0; 6,9 Hz, H-8), 34,40 (1H, m, H-9), 341,32 (3H,d, J = 6,4
Hz, Hs-10), &4 1,17 (3H, s, Ha-11), 40,82 (3H, s, H3-12), & 1,15 (3H, s, H3-13), &+ 4,40 (1H, d,
J=77Hz, H-1"), &4 3,21 (1H, dd, J=9,2; 8,0 Hz, H-2"), 4 3,36° (1H, m, H-3"), ou 3,357 (1H,
m, H-4"), & 3,45 (1H, m, H-5"), & 4,26 (1H, dd, J=11,9; 5,6 Hz, H-6a"), ox 4,46 (1H, dd,
J=118; 2,0 Hz, H-6b"), 8+ 7,45 (1H, d, J = 8,6 Hz, H-2""), &4 6,78 (1H, d, J = 8,6 Hz, H-3""), &
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6,78 (1H,d,J=8,6 Hz, H-5""), &4 7,45 (1H, d, J = 8,6 Hz, H-6""), &x 7,62 (1H, d, J = 15,9 Hz, H-

77), 346,38 (1H, d, J = 15,9 Hz, H-8")

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 40,7 (C-1), & 46,4 (C-2), & 65,3 (C-3), & 45,6 (C-4),
& 77,7 (C-5), & 79,1 (C-6), & 133,0 (C-7), & 133,9 (C-8), & 78,5 (C-9), & 21,7 (C-10), & 26,3
(C-11), & 27,5 (C-12), & 27,5 (C-13), & 102,6 (C-1°), & 75,3 (C-2°), & 77,9 (C-3"), & 71,6 (C-
4), & 75,5 (C-5), & 64,6 (C-6"), & 126,6 (C-17), & 131,3 (C-27), & 117,2 (C-3"), & 162,4
(C-47), & 117,2 (C-57), & 131,3 (C-67"), & 147,0 (C-7""), & 114,5 (C-8”"), & 169,4 (C-97)

Bemerkungen: Die NMR Daten des reinen Glucosids stimmen mit denen von Juglanionosid A

Schwindl, S2MEHG (ca.2.5mg/0.6ml CD3OD)HMBC

H-6b H-1" H-6a"

c-9”

172

T T T T T
4.50 4.45 4.40 4.35 4.30 4.25 ppm

Abbildung 64 Ausschnitt aus dem HMBC Spektrum von 100.
Zu sehen ist die 3Juc Kopplung der beiden Protonen am C-6
der Glucose mit dem Carbonylkohlenstoff der E-p-Cumarsaure
C-9”.

auf eine E-p-Cumarséure geschlossen werden.

uberein (3.2.2.4.13, S.217), weshalb die gleiche

absolute  Stereochemie  des  Glucosids
(Actinidioionosid) postuliert wurde (Schwindl et
al. 2017). Das *H NMR Spektrum weist neben
den Signalen des Megastigmanglucosids noch
weitere Signale fur vier aromatische und zwei
trans-olefinische (o1 7,62, d, J = 15,9 Hz, H-7""
und o4 6,38, d, J = 15,9 Hz, H-8"") Protonen auf.
AuBerdem konnten im **C NMR Spektrum noch
zusatzlich  ein  Carbonylkohlenstoff, zwei
olefinische und sechs aromatische Kohlenstoffe,
von denen einer weiter ins Tieffeld (oc 162,4, C-
4°") verschoben ist, detektiert werden. Mittels
HMBC, HSQC und COSY Experimenten konnte

Die Veresterung der Sauregruppe am C-6" der

Glucose ist durch ein HMBC Experiment bewiesen (Abbildung 64). Die Verbindung wurde als

Actinidioionosid 6”-O-E-p-cumarat identifiziert und Juglanionosid B genannt.
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3.2.2.4.15 Juglanionosid C (Actinidioionoside-6"-O-Z-p-cumarat, 101)

101

Fraktion: S2M8H7 (2,1 mg, 2.1.8.5.8, S.47)
Aussehen: weiles Pulver
UV Amax (19 €): 224 nm (4,07), 310 nm (4,04)

[a]zDS = -13,2 (c 0,26 in MeOH)

CD (c 1,8 x 10* M in MeOH) A& (nm): -7,54 (197)
Positive ESI-HRMS: [M+NH4]* m/z 570,2912 (berechnet: C2sH44NO11, 570,2909)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): 64 1,63 (1H, dd, J = 12,3; 12,3 Hz, H-2a¢), &u 1,42 (1H, m,
H-2eq), o1 4,03 (1H, tt, J = 11,2; 4,8 Hz, H-3), on 1,742 (2H, m, Hz-4), &+ 6,08 (1H, dd, J = 15,9;
0,7 Hz, H-7), 645,81 (1H, dd, J = 15,9; 6,8 Hz, H-8), 3+4,36% (1H, m, H-9), 341,31 (3H,d, J = 6,4
Hz, Hs-10), &4 1,17 (3H, s, Ha-11), 840,82 (3H, s, H-312), & 1,12 (3H, s, Hs-13), &+ 4,37 (1H, d,
J=78Hz, H-1), 43,19 (1H, dd, J = 8,4; 8,4 Hz, H-2'), &4 3,34% (1H, m, H-3"), &u 3,32% (1H,
m, H-4"), &4 3,41 (1H, m, H-5"), & 4,20 (1H, dd, J = 12,0; 5,3 Hz, H-6a"), o4 4,44 (1H, dd,
J=11,9; 2,0 Hz, H-6b"), 647,65 (1H, d, J =8,7 Hz, H-2""), 34 6,75 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-3"), &1
6,75 (1H,d, J = 8,8 Hz, H-57), 8 7,65 (1H, d, J = 8,7 Hz, H-6""), 4 6,86 (1H, d, J = 12,9 Hz, H-
77), 845,80 (1H, d, J = 12,9 Hz, H-8")

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 40,7 (C-1), & 46,4 (C-2), & 65,3 (C-3), & 45,6 (C-4),
& 77,7 (C-5), & 79,0 (C-6), & 132,8 (C-7), & 134,2 (C-8), & 78,4 (C-9), & 21,7 (C-10), & 27,4
(C-11), & 26,2 (C-12), & 27,5 (C-13), & 102,7 (C-17), & 75,3 (C-2'), & 77,9 (C-3"), & 71,5 (C-
&), & 75,4 (C-5°), & 64,3 (C-6'), & 127,5 (C-17), & 133,9 (C-2”), & 116,0 (C-37), & 160,3
(C-4), & 116,0 (C-57), & 133,9 (C-67), & 145,4 (C-77"), & 116,2 (C-87"), & 168,2 (C-97)

Bemerkungen: Die NMR Daten sind nahezu identisch zu 100, mit dem Unterschied, dass die

beiden trans-olefinischen Protonen hier die Kopplungskonstanten von cis- olefinischen Protonen
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(64 6,86, d, J=12,9 Hz, H-7"" und & 5,80, d,
e o J=12,9 Hz, H-8") aufweisen. Die so
e identifizierte cis-Cumarséure ist ebenfalls am C-

* 6 der Glucose verestert (Abbildung 65).
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Abbildung 65 Ausschnitt aus dem HMBC Spektrum von 101.
8Juc Kopplung der beiden Protonen am C-6" der Glucose mit
dem Carbonylkohlenstoff der Z-p-Cumarséure C-97".

3.2.2.4.16 Juglanionosid D (Kiwiionosid-6"-O-E-p-cumarat, 102)

Fraktionen: S2M8H8 (1,6 mg, 2.1.8.5.8, S.47), S2M9H4H2 (1,3mg, 2.1.8.5.12 S.50),
S2M9H4H3 (0,5mg, 2.1.8.5.12 S.50)

Aussehen: hellbeiges Pulver
UV Amax (19 €): 223 nm (4,18), 300 nm (4,25), 315 nm (4,30)

[a]zs = -30,2 (c 0,16 in MeOH)

CD (c 1,8 x 10* M in MeOH) A& (nm): -8,61 (196)

Negative ESI-HRMS: [M-H] m/z 551,2506 (berechnet: C2gH29011, 551,2498)
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IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &4 1,71 (1H, dd, J = 12,1:12,1 Hz, H-24), &+ 1,60 (1H, m,
H-2eq), 84 4,13 (1H, tt, J = 12,0; 4,3 Hz, H-3), &+ 1,78 (1H, dd, J = 12,6; 11,9 Hz, H-4a), &4 1,90
(1H, ddd, J = 12,8; 4,3; 2,1 Hz, H-4eg), &4 6,01 (1H, dd, J = 16,0; 0,9 Hz, H-7), &+ 5,75 (1H, dd,
J=159; 6,2 Hz, H-8), &1 4,312 (1H, m, H-9), &+ 1,25 (3H, d, 6,2 Hz, H3-10), &4 1,15 (3H, s, Ha-
11), 840,78 (3H, s, H3-12), &4 1,13 (3H, s, Hs-13), 844,40 (1H, d, J = 7,9 Hz, H-1"), 64 3,17 (1H,
dd, J=8,7; 8,7 Hz, H-2"), & 3,34% (1H, m, H-3"), &4 3,28% (1H, m, H-4), &4 3,54 (1H, ddd,
1=9,8;7,1; 2,6 Hz, H-5), &4 4,32 (1H, m, H-6a"), &4 4,47 (1H, dd, J = 12,0; 1,9 Hz, H-6b"), &
7,42 (1H, d, J = 8,6 Hz, H-2""), 646,77 (1H, d, J = 8,6 Hz, H-3"), 64 6,77 (1H, d, J = 8,6 Hz, H-
57, 47,42 (1H, d, J = 8,6 Hz, H-6"), 847,62 (1H, d, J = 15,9 Hz, H-7""), 646,31 (1H, d, J = 16,0
Hz, H-8")

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 40,8 (C-1), & 44,7 (C-2), & 74,6 (C-3), & 42,8 (C-4),
& 77,7 (C-5), & 79,1 (C-6), & 131,0 (C-7), & 136,1 (C-8), & 69,5 (C-9), & 24,2 (C-10), & 26,3
(C-11), & 27,5 (C-12), & 27,1 (C-13), & 103,2 (C-1"), & 75,1 (C-2'), & 78,0 (C-3"), & 72,1 (C-
4, & 75,3 (C-5°), & 64,9 (C-6'), & 125,8 (C-17), & 131,3 (C-27), & 117,3 (C-37), & 162,7
(C-47), & 117,3 (C-57), & 131,3 (C-6""), & 147,0 (C-7"), & 114,4 (C-87), & 169,2 (C-97)

Bemerkungen: Die NMR Daten deuten auf ein Isomer von Juglanionosid B hin. Der grofRte
Unterschied liegt in den Verschiebungen von C-3 (&c 74,6 statt &c 65,3) und C-9 (&c 69,5 statt oc
78,5). Dieser Tieffeldshift an C-3 bzw. der Hochfeldshift an C-9 deuten darauf hin, dass die
Glucose bei dieser Verbindung an C-3 anstatt an C-9 des Megastigmangrundgeristes angehéngt

ist. Bewiesen wurde dies durch eine 3Juc Kopplung des anomeren Protons der Glucose mit dem

Schwindl, S2M8HS (ca.1.2mg/0.6ml CD30D), HMBC Schwindl, S2ZM&HS (ca. 1.2mg/0.6ml CD30D), HMBC

H-1 H-6b" H-6a"
_ ppm ppm
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= P =S 166
= =
= F72 = F167
= ] =
£ s = 168
= =
c3 = [y = 169
= =
= t75 _
= - F170
:l’ =
= F76 ==
= = F171
= L7 ==
== = 172
—— =
—_ £78 =
= T 173
= =
= Lo =
= =
e = 174
e S S S . = ——
443 442 441 440 439 438 437 ppm 448 446 444 442 440 438 436 434 432 430 ppm

Abbildung 66 Ausschnitt aus dem HMBC Spektrum von 102. Zu sehen ist die 3Jic Kopplung des anomeren Protons H-1" der
Glucose mit dem C-3 des Megastigmanskeletts (links) und die der beiden Protonen am C-6" der Glucose mit dem
Carbonylkohlenstoff der E-p-Cumarsdure C-9”" (rechts).
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C-3 des Megastigmanskeletts im HMBC Experiment (Abbildung 66, links). Aullerdem zeigt die
ins Tieffeld verschobene Methylengruppe der Glucose (C-6: &c 64,9; H-6a": on 4,32; H-6b™: &4
447) und deren 3Juc Kopplung mit dem Carbonylkohlenstoff C-9° (& 169,2) die
Veresterungsstelle der Cumarséure mit der Glucose am C-6" an (Abbildung 66, rechts). Die
Verschiebungen des Megastigmanskeletts sind konsistent mit denen von Alagionoside O (Kijima
et al. 1996), einem Megastigman-Diglucosid, welches die gleiche Stereochemie wie Kiwiionosid
aufweist (Kijima et al. 1996; Murai et al. 1992). Aus diesem Grund wurde fir diese Verbindung
die gleiche 3S,5R,6R,9R Konfiguration vorgeschlagen. Die Verbindung wurde als Kiwiionosid 6”-

O-E-p-cumarat identifiziert und Juglanionosid D genannt.

3.2.2.4.17  Juglanionosid E (Actinidioionosid-6"-O-benzoat, 103)

103

Fraktion: S2M9H2H2 (1,0 mg, 2.1.8.5.11, S.49)
Aussehen: hellbeiges Pulver

UV Amax (19 €): 225 nm (4,05), 275 nm (2,81)

[a]D = -12,3(c 0,13 in MeOH)
CD (c 1,8 x 10* M in MeOH) A& (nm): -10,77 (197)
Negative ESI-HRMS: [M+CI]" m/z 545,2164 (berechnet: C26H3sCIO10, 545,2159)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): & 1,61 (1H, dd, J = 12,0; 12,0 Hz, H-2a), &4 1,40 (1H, ddd,
J=12;3; 4,2; 1,9 Hz, H-2¢q), S 4,02 (1H, tt, J = 11,4; 4,6 Hz, H-3), & 1,70 (1H, dd, J = 12,7;
11,1 Hz, H-4ax), &4 1,75 (1H, ddd, J = 12,8; 4,7; 1,9 Hz, H-4eg), &4 6,08 (1H, dd, J = 15,9; 0,9 Hz,
H-7), 645,80 (1H, dd, J = 16,0; 6,6 Hz, H-8), &4 4,40 (1H, dquint, J = 6,4; 0,7 Hz, H-9), &4 1,30
(3H, d, J = 6,4 Hz, Ha-10), &4 1,14 (3H, s, Ha-11), &4 0,78 (3H, s, Ha-12), & 1,11 (3H, s, H3-13),
S44,44 (1H,d, J = 7,7 Hz, H-1"), 643,22 (1H, dd, J = 9,2; 7,8 Hz, H-2"), 43,39 (1H, dd, J = 9,0;
9,0 Hz, H-3"), &4 3,46 (1H, dd, J = 9,3; 9,3 Hz, H-4"), &4 3,53 (1H, ddd, J = 9,7; 4,8; 2,1 Hz, H-
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57), 44,43 (1H, dd, J =11,9; 5,0 Hz, H-6a"), o4 4,60 (1H, dd, J = 11,9; 2,1 Hz, H-6b"), &x 8,04
(1H,dd,J=8,3;1,2Hz,H-2""), & 7,47 (1H,t,J = 7,8 Hz, H-3""), 61 7,60 (1H, tt, J = 7,4; 2,4 Hz,
H-4""), &1 7,47 (1H,t,J=7,8 Hz, H-5"), 61 8,04 (1H, dd, J = 8,3; 1,2 Hz, H-6"")

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 40,7 (C-1), & 46,4 (C-2), & 65,3 (C-3), & 45,6 (C-4),
& 77,7 (C-5), & 79,0 (C-6), & 132,8 (C-7), & 134,1 (C-8), & 78,1 (C-9), & 21,6 (C-10), & 26,2
(C-11), & 27,5 (C-12), & 27,3 (C-13), & 102,7 (C-1'), & 75,4 (C-2°), & 78,0 (C-3"), & 71,5 (C-
4), & 75,5 (C-5), & 64,9 (C-67), & 1314 (C-17), & 130,7 (C-27), & 129,6 (C-37"), & 134,3
(C-47), & 1296 (C-57), & 130,7 (C-67"), & 168,0 (C-7")

Bemerkungen: Die NMR Daten fir die Teilstruktur des Megastigmanglucosids stimmen mit
denen von Juglanionosid A  Uberein

Schwindl, S2M9H2H2 (ca.1.0mg/0.6ml CD30D). HMBC

. HE (3.2.2.4.13, S.217), weshalb die gleiche

absolute  Stereochemie  des  Glucosids
% (Actinidioionosid, 98) postuliert wurde
" (Schwindl et al. 2017). Das *H NMR Spektrum
' weist dartiber hinaus noch fiinf weitere Signale
fur aromatische Protonen (o 8,04, 2H, dd,
J=8,3; 1,2 Hz, H-2"", H-6"", & 7,47, 2H, t,
J=78 Hz, H-3”", 5 und & 7,60, 1H, tt,
J=74; 2,4 Hz, H-4") auf. Das 3*C-NMR

Q
kY

170

172

S P W A e
]

174

Zu sehen ist die 3Jnc Kopplung der beiden Protonen am C-6

;i('a'r Glucose mit dem Carbonylkohlenstoff der Benzoesaure C- 168,0, C-7”) und sechs Signale fur

| aromatische Kohlenstoffe, die auf eine
Benzoeséure hindeuteten. Im HSQC, HMBC und COSY Experiment konnte die Substitution mit
Benzoeséure bewiesen werden. AuBerdem wurde die Veresterungsstelle der Benzoesdure mit dem

C-6" der Glucose im HMBC Experiment nachgewiesen (Abbildung 67).
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3.2.2.4.18 Juglanionosid F (Kiwiionoside-6"-O-Z-p-cumarat, 104)

Fraktion: S2ZM9H4H3 (0,5 mg, 2.1.8.5.12 S.50)
Aussehen: hellbeiges Pulver
UV Amax (19 €): 223 nm (4,17), 296 nm (4,13), 315 nm (4,19)

[aﬁf = -27,8 (c 0,06 in MeOH)

CD (¢ 1,8 x 10* M in MeOH) A& (nm): -9,19 (199)
Negative ESI-HRMS: [M-H] m/z 551,2509 (berechnet: C2gH39011, 551,2498)

LH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &4 1,71 (1H, dd, J = 12,2; 12,2 Hz, H-24x), &+ 1,60 (1H, dd,
J=12,3; 4,3 Hz, H-2¢q), on 4,13 (1H, tt, J = 12,0; 4,3 Hz, H-3), &4 1,78 (1H, dd, J = 12,3; 12,3
Hz, H-4ax), 641,90 (1H, dd, J = 13,0; 4,0 Hz, H-4eg), 3+ 6,03 (1H, dd, J = 15,9; 0,8 Hz, H-7), o
5,76 (1H, dd, J = 15,7; 6,1 Hz, H-8), &4 4,33% (1H, m, H-9), &+ 1,25 (1H, d, J = 6,5 Hz, H3-10), &1
1,15 (3H, s, He-11), &4 0,78 (3H, s, H3-12), 6u 1,13 (3H, s, H3-13), 644,38 (1H, d, J = 7,9 Hz, H-
1), 843,15 (1H, dd, J =9,2; 7,9 Hz, H-2), &4 3,35 (1H, dd, J = 9,0; 9,0 Hz, H-3"), &4 3,27 (1H,
dd, J=10,2; 10,2 Hz, H-4"), &4 3,49 (1H, ddd, J=9,6; 6,8; 2,5 Hz, H-5), & 4,28 (1H, dd,
J=12,0; 6,7 Hz, H-6a"), 6 4,43 (1H, dd, J = 11,9; 2,1 Hz, H-6b"), 61 7,66 (1H, d, J = 8,7 Hz, H-
27, 846,74 (1H, d, J = 8,6 Hz, H-3"), 54 6,74 (1H, d, J = 8,6 Hz, H-57"), & 7,66 (1H, d, J = 8,7
Hz, H-6""), 646,84 (1H, d, J = 12,9 Hz, H-7""), 845,77 (1H, d, J = 12,9 Hz, H-8")

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 40,8 (C-1), & 44,7 (C-2), & 74,6 (C-3), & 42,8 (C-4),
& 77,8 (C-5), & 79,1 (C-6), & 131,1 (C-7), & 136,2 (C-8), & 69,6 (C-9), & 24,2 (C-10), & 26,3
(C-11), & 27,5 (C-12), & 27,2 (C-13), & 103,2 (C-1), & 75,1 (C-2°), & 78,0 (C-3), & 72,0 (C-
4), & 75,3 (C-5°), & 64,5 (C-6'), & 127,0 (C-17), & 134,0 (C-2”), & 116,2 (C-3"), & 1615
(C-4), & 116,2 (C-57), & 134,0 (C-6"), & 145,8 (C-77), & 115,8 (C-87"), & 168,0 (C-97)
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Bemerkungen: Die NMR Verschiebungen sind, bis auf zwei cis-olefinische Protonen H-7"" (n
6,84, d, J=12,9 Hz) bzw. H-8" (cu 5,77, d, J=12,9 Hz) und einer leicht ins Hochfeld
verschobenen Carbonylgruppe C-9”" (&c 168,0), nahezu identisch mit Juglanionosid D (102). Dies

deutete darauf hin, dass hier die Cumarsdure in der cis-Konfiguration vorliegt. Weitere Signale im

hwindl, S2M9H4H3 (ca.0.5mg/0.6ml CD30D)

H-7"cis | H-8" cis

H-7" trans H-8" trans

.4 2 i 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 // 5.8 5.7 5.6 ppm

Abbildung 68 Ausschnitt aus dem *H-NMR Spektrum von 104. Zu sehen sind die Signale des cis-Cumarsaurerestes (H-7"" und
H-8"" cis) der Hauptverbindung und die trans-Cumarséurereste (H-8"" und H-7"" trans) der Nebenverbindung.

NMR, die identisch mit den Verschiebungen der trans-Cumarsaure von 102 waren, deuteten auf
eine rasche Isomerisierung der cis- in die stabilere trans-Cumarsaure hin. Verbindung 104 konnte

dennoch als Kiwiionoside 6°-O-Z-p-cumarat identifiziert und Juglanionosid F benannt werden.

3.2.2.4.19  Juglanionosid G (Actinidioionoside-6"-O-E-ferulat, 105)

Fraktion: S2M9H5H1 (2,5 mg, 2.1.8.5.13, S.50)
Aussehen: hellbeiges Pulver

UV Amax (19 €): 235 nm (4,10), 299 nm (4,11), 330 nm (4,26)
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[a]zs = 27,7 (c 0,31 in MeOH)

CD (c 1,8 x 10* M in MeOH) A& (nm): -9,88 (197)
Negative ESI-HRMS: [M-H] m/z 581,2606 (berechnet: C29H41012, 581,2604)

LH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &4 1,63 (1H, dd, J = 12,0; 12,0 Hz, H-24x), &1 1,42 (1H, ddd,
J=123;4.2; 1,7 Hz, H-2eq), &4 4,04 (1H, tt, J = 11,2; 4,7 Hz, H-3), o4 1,757 (1H, m, H-4), o
1,757 (1H, m, H-deg), &4 6,10 (1H, dd, J = 15,9; 0,8 Hz, H-7), 645,82 (1H, dd, J = 15,9; 6,9 Hz,
H-8), on 4,40% (1H, m, H-9), & 1,32 (3H, d, J = 6,4 Hz, Hs-10), &4 1,17 (3H, s, Hs-11), &4 0,82
(3H, s, Hs-12), &n 1,14 (3H, s, Ha-13), & 4,41 (1H, d, J = 7,8 Hz, H-1), &4 3,21 (1H, dd, J = 9,4;
7,7 Hz, H-2"), &4 3,35 (1H, dd, J = 9,5; 9,5 Hz, H-3"), &4 3,372 (1H, m, "4"), &4 3,45 (1H, ddd,
J=95;55; 2,1 Hz, H-5), &4 4,28 (1H, dd, J = 11,9; 5,4 Hz, H-6a"), & 4,46 (1H, dd, J = 11,9;
2,1 Hz, H-60"), 347,16 (1H, d, J = 1,9 Hz, H-2""), 8:6,79 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-5""), 64 7,07 (1H,
dd, J=8,3; 1,9 Hz, H-6""), &4 7,62 (1H, d, J = 15,9 Hz, H-7"), &4 6,38 (1H, d, J = 15,9 Hz, H-
87), 843,88 (3H, s, 3" -OCHb)

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 40,7 (C-1), & 46,4 (C-2), & 65,3 (C-3), & 45,6 (C-4),
& 77,7 (C-5), & 79,1 (C-6), & 133,0 (C-7), & 134,1 (C-8), & 78,4 (C-9), & 21,7 (C-10), & 26,3
(C-11), & 27,6 (C-12), & 27,5 (C-13), & 102,7 (C-1°), & 75,3 (C-2°), & 77,9 (C-3"), & 71,5 (C-
4), & 75,5 (C-5°), & 64,5 (C-6'), & 127,2 (C-17), & 111,7 (C-27"), & 149,7 (C-37), & 151,8
(C-4), & 116,7 (C-57), & 124,4 (C-67"), & 147,3 (C-7""), & 114,8 (C-87), & 169,3 (C-97), &
56,5 (3" -OCHs)

Bemerkungen: Die NMR Daten des unsubstituierten Megastigmanglucosids stimmen ziemlich
genau mit denen von Juglanionosid A (99) Uberein (3.2.2.4.13, S.217), weshalb die gleiche
absolute Stereochemie (3S, 5R, 6R, 9R) postuliert wurde (Schwindl et al. 2017). Das *H NMR
Spektrum weist neben den Signalen des Megastigmanglucosids noch Signale eines aromatischen
ABX-Spin Systems (64 7,16, d, J>- ¢ =1,9 Hz, H-2"", &4 6,79, d, J57 6~ = 8,2 Hz, H-5"" und &n
7,07, dd, Jo- 25 =8,3; 1,9 Hz, H-6""), zweier trans-olefinischer Protonen (o1 7,62, d, J = 15,9
Hz, H-7"" und 61 6,38 d, J = 15,9 Hz, H-8"") und einer Methoxygruppe (J+ 3,88, 3H, s, 37" -OCH3)
auf. Mittels HMBC Kopplungen konnte auf das VVorliegen einer Ferulasaure geschlossen werden.
Die Methoxygruppe befindet sich an C-3"", da im NOESY Spektrum ein Kreuzsignal zu H-2""
detektiert wurde (Abbildung 69, rechts). Die Veresterung der Ferulasdaure am C-6" der Glucose

konnte mittels HMBC Experiment bewiesen werden (Abbildung 69, links).
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Schwindl, S2MOHSH1 (ca.2.5mg/0.6ml CD30D), HMBC Schwindl, S2M9HSH] (ca.2.5mg/0.6ml CD3OD), Noesy
37-OMe
| H-1" .
H-6b ) H-6a
ppPm
- | 6.75
=§ H-5""
gg: L6.80
-E 162
= |6.85
3
164
2
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‘éf' [1e8 +7.00
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Abbildung 69 Ausschnitte aus dem HMBC (links) und dem NOESY Spektrum (rechts) von 105.

3.2.2.4.20  Juglanionosid H (Actinidioionosid-6"-O-Z-ferulat, 106)

106

Fraktion: S2M9H5H2 (0,5 mg, 2.1.8.5.13, S.50)
Aussehen: hellbeiges Pulver

UV Amax (Ig £): 298 nm (3,40), 325 nm (3,50)

25

= -22,0(c0,05in MeOH)

[a]

CD (¢ 1,8 x 10™* M in MeOH) A¢ (nm): -9,88 (197) nicht genug Substanz vorhanden um exakte

Ergebnisse zu erhalten
Negative ESI-HRMS: [M-H] m/z 581,2618 (berechnet: C29H41012, 581,2604)
'H-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): 6+ 1,63 (1H, dd, J = 12,0; 12,0 Hz, H-24), o+ 1,42 (1H, ddd,

J=123;4,2; 1,7 Hz, H-2¢), o1 4,04 (1H, tt, J =11,2; 4,7 Hz, H-3), o1 1,752 (1H, m, H-4a), oH
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1,757 (1H, m, H-deg), &4 6,09 (1H, dd, J = 16,0; 1,0 Hz, H-7), 645,80 (1H, dd, J = 15,9; 6,8 Hz,
H-8), &4 4,372 (1H, m, H-9), &4 1,30 (3H, d, J = 6,3 Hz, Hs-10), &4 1,16 (3H, s, Hs-11), &4 0,81
(3H, s, H3-12), &4 1,12 (3H, s, H3-13), &+ 4,38 (1H, d 7,9 Hz, H-1"), &4 3,197 (1H, m, H-2"), &k
3,35% (1H, m, H-3"), 643,322 (1H, m, H-4"), 64 3,41 (1H, m, H-5"), 644,21 (1H, dd, J = 12,0; 5,4
Hz, H-6a), on 4,44 (1H, dd, J = 13,0; 2,0 Hz, H-6b"), &4 7,78 (1H, d, J = 1,9 Hz, H-2""), 46,75
(1H, d, J=8,2 Hz, H-5"), &4 7,14 (1H, dd, J = 8,3; 2,0 Hz, H-6""), &1 6,85 (1H, d, J = 12,9 Hz,
H-7""), 845,81 (1H, d, J = 12,9 Hz, H-8""), & 3,87 (3H, 5, 3" "-OCHs)

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 40,7 (C-1), & 46,4 (C-2), & 65,3 (C-3), & 45,6 (C-4),
& 77,7 (C-5), & 79,1 (C-6), & 132,9 (C-7), & 134,2 (C-8), & 78,4 (C-9), & 21,7 (C-10), & 26,2
(C-11), & 27,5 (C-12), & 27,5 (C-13), & 102,7 (C-1), & 75,3 (C-2°), & 77,9 (C-3), & 71,5 (C-
4), & 75,3 (C-5°), & 64,4 (C-6'), & 127,7 (C-17), & 115,1 (C-2”"), & 148,6 (C-37), & 150,2
(C-4), & 115,9 (C-57), & 127,1 (C-6""), & 146,0 (C-7""), & 115,9 (C-8), & 168,2 (C-97), &
56,4 (3" -OCHs)

Schwindl, S2M9H5H2 (ca.0.5mg/0.6ml CD30D) Ref.: TMS

H-7" trans H-8" trans H-8" cis

H-7"" cis /
| |

Abbildung 70 Ausschnitt aus dem 'H-NMR Spektrum von 106. Zu sehnen ist die rasche Isomerisierung der cis- zur trans-
Ferulasdure an den Signalen der olefinischen Protonen H-7"" bzw. H-8"".

Bemerkungen: Die Verbindung zeigt im *H-NMR Spektrum sehr dhnliche, teilweise identische
Signale zu Juglanionosid G (105). Da die differenzierenden Signale vor allem zwei cis-
olefinischen Protonen (én 6,85, d, J7 8- = 12,9 Hz, H-7"" und 4 5,81, d, Jg~, 77 = 12,9 Hz, H-8")
zugeordnet werden konnten, wurde auf ein Actinidioionosid 6°-O-Z-ferulat geschlossen und die
Verbindung Juglanionosid H (106) genannt. Die rasche Isomerisierung von 106 zum
Actinidioionosid 6"-O-E-ferulat (105) konnte im *H-NMR Spektrum an einem cis/trans Verhaltnis
von ca. 1:3 beobachtet werden (Abbildung 70).
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3.2.2.4.21 Juglanionosid J (Actinidioionosid-6"-O-E-sinapat, 107)

107

Fraktion: S2M9H6H1 (0,8 mg, 2.1.8.5.14, S.50)
Aussehen: gelbes Pulver

UV Amax (Ig €): 240 nm (4,18), 330 nm (4,19)

[oz]zl;L = -23,5(c 0,10 in MeOH)

CD (c 1,8 x 10* M in MeOH) A& (nm): -8,05 (198)
Negative ESI-HRMS: [M-H] m/z 611,2720 (berechnet: CaoH43013, 611,2709)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &1 1,62 (1H, dd, J = 12,0; 12,0 Hz, H-2s), &+ 1,41 (1H, ddd,
J=12.3; 4,2; 1,8 Hz, H-2¢q), o1 4,03 (1H, tt, J =12,2; 4,7 Hz, H-3), &+ 1,72 (1H, dd, J = 12,6;
11,1 Hz, H-4a0), 4 1,75 (1H, ddd, J = 12,9; 4,9: 1,8 Hz, H-4eg), 646,10 (1H, dd, J = 15,9: 0,9 Hz,
H-7), o4 5,82 (1H, dd, J = 15,9; 6,8 Hz, H-8), &4 4,40% (1H, m, H-9), 64 1,32 (3H, d, J = 6,4 Hz,
Hs-10), &4 1,17 (3H, s, Ha-11), &4 0,82 (3H, s, H3-12), & 1,14 (3H, s, Hs-13), &1 4,41 (LH, d,
J=78Hz, H-1), 613,212 (1H, m, H-2"), &1 3,372 (1H, m, H-3"), &4 3,37% (1H, m, H-4"), &1 3,46
(1H, ddd, J = 9,6: 5,3; 2,3 Hz, H-5"), &4 4,30 (1H, dd, J = 11,9; 5,3 Hz, H-62), &1 4,46 (1H, dd,
J=11,9; 2,1 Hz, H-6b"), &1 6,90 (1H, s, H-2""), &4 6,90 (1H, s, H-6""), & 7,62 (1H, d, J = 15,8
Hz, H-7""), &4 6,40 (IH, d, = 15,8 Hz, H-8"), & 3,87 (3H, s, 3~ -OCHs), &4 3,87 (3H, s, 5"
OCHa)

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 40,7 (C-1), & 46,5 (C-2), & 65,3 (C-3), & 45,7 (C-4),
& 77,7 (C-5), & 79,1 (C-6), & 132,9 (C-7), & 134,1 (C-8), & 78,4 (C-9), & 21,7 (C-10), & 26,3
(C-11), & 27,6 (C-12), & 27,5 (C-13), & 102,7 (C-17), & 75,3 (C-2'), & 77,9 (C-3"), & 71,5 (C-
4, & 75,5 (C-5°), & 64,5 (C-6'), & 126,1 (C-17), & 107,1 (C-2”"), & 149,8 (C-37), & 140,9
(C-47), & 149,8 (C-57), & 107,1 (C-67"), & 147,7 (C-7""), & 115,2 (C-8"), & 169,2 (C-97), &
56,9 (3"-OCHs), & 56,9 (5" -OCHs)
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Bemerkungen: Die NMR Daten des reinen Glucosids stimmen mit denen von Juglanionosid A
uberein (3.2.2.4.13, S.217), weshalb die gleiche absolute Stereochemie (3S, 5R, 6R, 9R) postuliert
wurde (Schwindl et al. 2017). Das 'H-NMR Spektrum liefert zusatzlich Hinweise auf ein
symmetrisches 3,4",5" dreifach-substituiertes Phenylpropanoid, da ein aromatisches Singulett flr
zwei Protonen (o4 6,90, 2H, s, H-2"" und H-6"") und ein Methoxygruppensignal fiir sechs Protonen
integriert (o 3,87, 6H, s, 3’-OCHs und 5-OCHs). Des Weiteren wurden zwei olefinische
Protonen &y 7,62, d, J7+, ¢~ = 15,8 Hz, H-7"" und &4 6,40, d, Js~, 7- = 15,8 Hz, H-8"") detektiert,
die auf eine trans-Konfiguration des Phenylpropanoids schlieRen lassen. Im 3C-NMR Spektrum
konnten vier aromatische Signale detektiert werden, wovon zwei eine starkere Intensitat aufweisen
(6c 107,1, C-27 und C-6"" bzw. & 149,8, C-37" und C-57") und zwei bzw. drei ins Tieffeld

Schwindl, S2M9H6H1 (ca.0.8mg/0.6ml CD30D), HMBC Schwindl, SZM3H6H1 (ca.0.8mg/0.6ml CD30D), Noesy

37/57-0Me
H-6b H-6a"

ppm -6.78

H-2" b
F168 H-6"" 6.90

7102

T T T T T T ™
392 381 390 389 3.88 387 3.86 3.85 3.84 3.83 382 ppm

...................................................

460 455 450 445 440 435 430 425 420 415 ppm

Abbildung 71 Ausschnitte aus dem HMBC (links) und dem NOESY Spektrum (rechts) von 107.

verschoben waren (&c 149,8, C-3”" und C-5"" bzw. & 140,9, C-47"). Mit Hilfe des NOESY
Spektrums konnten die Methoxylierungspositionen an C-3"" bzw. C-5"" bewiesen werden, da ein
Kreuzsignal zwischen dem Methoxysignal und den aromatischen Protonen (64 6,90, 2H, s, H-2""
und H-6"") zu sehen ist (Abbildung 71, rechts). Daraus konnte auf eine E-p-Sinapinsaure
geschlossen werden. Die Veresterung mit dem C-6" der Glucose konnte wieder mit einem HMBC
Experiment nachgewiesen werden (Abbildung 71, links). Somit wurde die Verbindung als
Actinidioionosid 6 -O-E-sinapat identifiziert und Juglanionosid J genannt.
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3.2.2 Terpene

3.2.2.4.22  Juglanionosid K (Citrosid A-6"-O-E-caffeat, 108)

Fraktion: S3F4M5H6 (20,8 mg, 2.1.8.5.22, S.56)
Aussehen: hellbeiges Pulver

UV Amax (Ig £): 235 nm (4,34), 300 nm (4,13), 330 nm (4,22)

[a]zlf = 75,2 (c 1,04 in MeOH)
CD (c 1,8 X 10 M in MeOH) Ae (nm): -12,45 (204), -2,97 (247)
Positive ESI-HRMS: [M+H]* m/z 549,2323 (berechnet: C2sHs7011, 549,2330)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &4 1,30 (1H, dd, J = 12,0; 9,2 Hz, H-2a), 6 1,87 (1H, ddd,
J=125:3,7; 1,9 Hz, H-2eq), 644,25 (1H, tt, J = 11,3; 4,0 Hz, H-3), &4 1,36 (1H, dd, J=9,1; 7,8
Hz, H-4ax), 6 2,45 (1H, ddd, J = 13,2; 3,7; 1,9 Hz, H-4eq), o1 5,92 (1H, s, H-8), on 2,15 (3H, s,
Hs-10), &4 1,32 (3H, s, Ha-11), & 1,08 (3H, s, Ha-12), &+ 1,45 (3H, s, Hs-13), &4 4,54 (1H, d,
J=77Hz, H-1), 53,16 (1H, dd, J = 9,1; 7,8 Hz, H-2"), &4 3,37 (1H, dd, J = 9,0; 9,0 Hz, H-3),
43,26 (1H, dd, J = 9,4; 9,4 Hz, H-4"), & 3,47 (1H, ddd, J = 9,5; 6,8; 2,0 Hz, H-5"), &+ 4,18 (1H,
dd, J =11,9; 6,6 Hz, H-6a"), & 4,51 (1H, dd, J = 11,9; 1,9 Hz, H-6b"), &1 7,00 (1H, d, J = 1,9 Hz,
H-2""), 64 6,75 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-57"), &4 6,90 (LH, dd, J = 8,2; 2,1 Hz, H-67"), &4 7,54 (1H,
d,J =159 Hz, H-7""), 346,24 (1H, d, J = 15,9 Hz, H-8"")

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 37,0 (C-1), & 49,9 (C-2), & 63,8 (C-3), & 48,9 (C-4),
& 78,5 (C-5), & 118,7 (C-6), & 212,9 (C-7), & 101,3 (C-8), & 200,8 (C-9), & 26,7 (C-10), &
30,1 (C-11), & 32,4 (C-12), & 26,3 (C-13), & 98,7 (C-1'), & 75,2 (C-2°), & 78,2 (C-3"), & 71,8
(C-4), & 75,3 (C-5), & 64,9 (C-6"), & 127,5 (C-17), & 115,1 (C-27), & 146,9 (C-37), &
1498 (C-47"), & 116,5 (C-57"), & 123,0 (C-67), & 147,3 (C-7""), & 114,9 (C-87), & 169,0 (C-
o)

233



3 Ergebnisse

Bemerkungen: Die milde alkalische Hydrolyse dieser Verbindung ergab keine ausreichenden

Ausbeuten flr eine weitere Isolierung des unsubstituierten Glucosids (2.1.12.2, S.80). Der hohe

Verlust bei der hydrolytischen Spaltung lag vermutlich an der Instabilitdt der Verbindung im

Schwindl, S3FAMSH6 (ca.20.8mg/0.6ml CD30D), HMBC

H-6b H-6a

C-9~ 169.0

T T T T T T T
460 455 450 445 440 435 430 425 420 415 410 ppm

Abbildung 72 Ausschnitt aus dem HMBC Spektrum von 108.

3.2.3 Sonstige
3.23.1 Alkaloid
3.23.1.1

Alkalischen. Das NMR Spektrum von 108 ist
allerdings nahezu
Citrosid A (97, 3.2.2.4.11, S.215). Zusatzlich

konnten Zu

identisch mit dem von

den Signalen des
Megastigmanglucosids noch Signale einer E-
Kaffeesdure detektiert werden, die am C-6" der
Glucose verestert ist (Abbildung 72). Da die
NMR Daten des unsubstituierten Glucosids fast
identisch mit Citrosid A sind, wurde die gleiche
Stereochemie (3S, 5R, 7R) postuliert und die
Verbindung als Citrosid A 6-O-E-caffeat

identifiziert und Juglanionosid K genannt.

4-[2-Formyl-5-(hydroxymethyl)-1H-pyrrol-1-yl]-butansaure (109)

Fraktion: S3F3M5H5H3 (0,7 mg, 2.1.8.5.20, S.55)

Aussehen: weilles Pulver

uv lmax: 295 nm

25

[a]D = 45,1 (c 0,09 in MeOH)

Negative ESI-HRMS: [M-H]" m/z 210,0774 (berechnet: C10H12NO4, 210,0772)
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3.2.3 Sonstige

'H-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &+ 6,95 (1H, d, J = 4,0 Hz, H-3), &1 6,24 (1H, d, J = 4,1 Hz,
H-4), o1 4,64 (2H, s, H2-17), 61 1,98 (2H, dt, J = 14,9; 7,5 Hz, H2-2""), &4 2,18 (2H, t, J = 7,3 Hz,
H2-37), o4 4,37 (2H, t,J =7,7 Hz, H2-4""), 4 9,41 (1H, s, H-1""")

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): 1334 (C-2), 126,0 (C-3), 111,4 (C-4), 144,8 (C-5), 56,3
(C-1), 181,6 (C-1"), 29,2 (C-2""), 35,5 (C-3"), 46,3 (C-4"), 180,8 (C-1"")

Bemerkungen: Die NMR Daten sind konsistent mit den Werten von Sang et al. (2002). Es
variieren nur die Kopplungskonstanten des Signals von Hz-2"" (dt, J = 14,9; 7,5 Hz anstatt dt,
J=7,8;7,2 Hz) im 'H-NMR Spektrum.

3.2.3.2 Fettsauren

3.2.3.2.1 Linolsaure (110)

Fraktionen: D1+2K7H15 (35,0 mg, 2.1.7.4.4, S.26), D1+2K8H3 (0,2 mg, 2.1.7.4.5, S.27)
Aussehen: gelbliches Ol
Negative ESI-HRMS: [M-H] m/z 279,2339 (berechnet: C1gH3102, 279,2330)

IH-NMR (600 MHz, MeOD, 298 K): &+ 2,26 (2H, t, J = 7,4 Hz, H2-2), &4 1,59 (2H, quint, J = 7,2
Hz, Ho-3), &4 1,33 (2H, m, Ha-4), &4 1,33 (2H, m, H2-5), & 1,36 (2H, m, H2-6), &+ 1,28 (2H, m,
H2-7), 342,06 (2H, m, Ho-8), 845,35 (1H, m, H-9), 345,32 (1H, m, H-10), 342,77 (2H, t, J = 6,7
Hz, Ho-11), &4 5,32 (1H, m, H-12), 45,35 (1H, m, H-13), &4 2,06 (2H, m, Ha-14), & 1,33 (2H,
m, Hz-15), &+ 1,30 (2H, m, H2-16), &n 1,31 (2H, m, Hz-17), 40,90 (3H, t, J = 7,1 Hz, H3-18)

13C-NMR (150 MHz, MeOD, 298 K): & 177,7 (C-1), & 35,0 (C-2), & 26,1 (C-3), & 30,2 (C-
4), & 30,3 (C-5), & 30,5 (C-6), & 30,7 (C-7), & 28,2 (C-8), & 130,9 (C-9), & 129,1* (C-10),
& 26,5 (C-11), & 129,0* (C-12), & 130,9 (C-13), & 28,2 (C-14), & 30,2 (C-15), & 32,7 (C-16),
& 23,6 (C-17), & 14,4 (C-18)

*: austauschbar

IH-NMR (400 MHz, CDCls, 298 K): &4 2,35 (2H, t, J = 7,5 Hz, H2-2), &4 1,63 (2H, quint, J = 7,3
Hz, Ha-3), 64 1,32 (2H, m, Hz-4), &+ 1,32 (2H, m, Hz-5), &4 1,32 (2H, m, H-6), &4 1,32 (2H, m,
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3 Ergebnisse

Ha-7), 42,05 (2H, quart, J = 6,8 Hz, H2-8), &4 5,36 (1H, m, H-9), 35,34 (1H, m, H-10), &4 2,77
(2H, t, 3= 6,4 Hz, Ha-11), &4 5,34 (1H, m, H-12), & 5,36 (1H, m, H-13), &4 2,05 (2H, quart,
J=6,8 Hz, Hz-14), 64 1,32 (2H, m, Hz-15), &4 1,29 (2H, m, Hy-16), &4 1,30 (2H, m, H-17), o
0,89 (3H, t, J = 6,9 Hz, H3-18), &4 11,23 (brs, 1-OH)

13C-NMR (100 MHz, CDCls, 298 K): & 179,2 (C-1), & 33,9 (C-2), & 24,7 (C-3), & 29,1-29,6
(C-4), & 29,1-29,6 (C-5), & 29,1-29,6 (C-6), & 29,1-29,6 (C-7), & 27,2 (C-8), & 130,1 (C-9),
& 128,1 (C-10), & 25,7 (C-11), & 127,9 (C-12), & 130,3 (C-13), & 27,2 (C-14), & 29.1-29.6
(C-15), & 31,6 (C-16), & 22,6 (C-17), & 14,1 (C-18)

Bemerkungen: Die *H-NMR Daten sind konsistent mit den Daten des National Institute of

Advanced Industrial Science and Technology (2003).

3.2.3.2.2 Linolensaure (111)

O

1
HO 2 4 6 8 11 14 17

Fraktion: D1+2K8H2 (1,3 mg, 2.1.7.4.5, S.27)
Aussehen: gelbliches Ol
Negative ESI-HRMS: [M-H] m/z 277,2179 (berechnet: C1gH2002, 277,2173)

IH-NMR (400 MHz, CDCls, 298 K): 64 2,35 (2H, t, J = 7,5 Hz, H2-2), &+ 1,63 (2H, quint, J = 7,3
Hz, Hz-3), &n 1,32 (2H, m, Ha-4), &4 1,32 (2H, m, Hz-5), & 1,32 (2H, m, H2-6), &4 1,32 (2H, m,
Hz-7), &4 2,05 (2H, g, J = 6,7 Hz, Ho-8), &4 5,33 (1H, m, H-9), &+ 5,37 (1H, m, H-10), &u 2,81
(2H, m, Hp-11), 645,36 (1H, m, H-12), &+ 5,36 (1H, m, H-13), &4 2,81 (2H, m, Hp-14), &4 5,30
(1H, m, H-15), &4 5,39 (1H, m, H-16), & 2,08 (2H, quint, J = 7,1 Hz, Hz-17), &4 0,97 (3H, t,
J=17,5Hz, Hs-18)

13C-NMR (100 MHz, CDCl3, 298 K): & 180,0 (C-1), & 34,0 (C-2), & 24,7 (C-3), & 29,0 (C-
4), & 29,1 (C-5), & 29,0 (C-6), & 29,6 (C-7), & 27,2 (C-8), & 127,8 (C-9), & 130,3 (C-10), &
25,6 (C-11), & 128,3 (C-12), & 128,3 (C-13), & 25,6 (C-14), & 127,1 (C-15), & 132,0 (C-16),
& 20,6 (C-17), & 14,3 (C-18)

Bemerkungen: Die NMR Daten sind konsistent mit Celik et al. (2005).
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3.3 a-Glucosidase Assay

In der Literatur sind anti-diabetische Effekte fiir J. regia Extrakte (Asgary et al. 2008; Hosseini et
al. 2014; Mirbadalzadeh und Shirdel 2010) und eine Hemmung der a-Glucosidaseaktivitét
beschrieben (Sancheti et al. 2011; Teimori et al. 2010). Im Zuge dieser Arbeit sollten verschiedene
der hier generierten Extrakte und Fraktionen auf ihre a-Glucosidaseinhibierung hin untersucht
werden, um aktive Inhaltsstoffe zu identifizieren und zu isolieren. Da einige Extrakte bzw.
Fraktionen nicht in reinem H»O, sondern nur unter Zugabe von DMSO l6slich waren (Tabelle
2-144), musste zunachst eine Hemmung der a-Glucosidase durch die maximalen DMSO-
Endkonzentrationen ausgeschlossen werden. Wie in Abbildung 73 zu sehen ist, war die
Glucosidaseaktivitét ab einer Endkonzentration von 0,075 % DMSO zu ca. 5 % gehemmt, was bei
der Auswertung des Juglandis folium MeOH 70 % (m/m) und des DCM-Extraktes bei den jeweils

hdchsten Konzentrationen zu berticksichtigen war.

Maximale DMSO-Endkonzentrationen

=N W B U O
o O O O o O

o

a-Glucosidaseinhibition [%]

Konzentration [% DMSO]

Abbildung 73 Balkendiagramm der o-Glucosidasehemmung durch verschiedene DMSO
Konzentrationen und Acarbose (Positivkontrolle); n = 3 in Heptaplikaten.
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Juglandis folium MeOH 70% (m/m) Extrakt

a-CGlucosidaseinhibition [%]
N
o

Konzentration [pg/mi]

Abbildung 74 Balkendiagramm der a-Glucosidasehemmung durch verschiedene Konzentrationen
des Juglandis folium MeOH 70 % (m/m) Extraktes und Acarbose (Positivkontrolle); n=3 in
Heptaplikaten.

Wie in Abbildung 74 zu sehen ist, war die a-Glucosidasehemmung des Juglandis folium MeOH

70 % (m/m) Extraktes konzentrationsabhangig, wobei ein 1Cso-Wert von ca. 23,2 mg/ml berechnet
wurde (Tabelle 3-1).

Im Laufe der Naturstoffisolierung wurde der MeOH-Extrakt mittels Fllssig-Flissig Extraktion in
vier Unterfraktionen mit steigender Hydrophilie (DCM, EtOAc, n-BuOH und H20) aufgetrennt
(3.1.2, S.89). Diese Extrakte wurden ebenfalls auf ihre a-Glucosidasehemmung hin untersucht.
Abbildung 75 und Tabelle 3-1 ist zu entnehmen, dass die starkste Enzymhemmung durch den
EtOAc-Extrakt (ICso: 4,5 mg/ml) zu beobachten war. Da der EtOAc-Extrakt bei 100 uM die
Loésung in den Wells stark farbte und somit die photometrisch ermittelte Enzymhemmung bei
dieser Konzentration verfalschte, wurde die Regressionsanalyse nur mit den Werten der
Konzentrationen bis 50 UM berechnet. Die schwdachste Hemmung, mit einem 1Cso-Wert von ca.
18,5 mg/ml, wurde fir den n-BuOH-Extrakt ermittelt, gefolgt vom H.O-Extrakt (ICso:
14,3 mg/ml) (Abbildung 76, Tabelle 3-1). Die Enzymhemmung des DCM-Extraktes lag iber den
gesamten getesteten Konzentrationsbereich stets unter 10 %. Da die Hemmung keine

Konzentrationsabhangigkeit aufwies, konnte fir diesen Extrakt kein 1Cso-Wert berechnet werden.
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Extrakte aus Flussig-Flussig Verteilung

w h OO O
o O O o

[
o

o
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o-Glucosidaseinhibition [%]
[
o

0 ﬁ'i flane C

“

Konzentration [pg/ml]

Abbildung 75 Balkendiagramm der a-Glucosidasehemmung durch verschiedene Konzentrationen
der DCM-, EtOAc- und n-BuOH-Extrakte und Acarbose (Positivkontrolle); n = 3 in Heptaplikaten.

H>O-Extrakt aus Flissig-Flussig Verteilung

60
50
40
30
20
10

-10

a-Glucosidaseinhibition [%]

Konzentration [pug/ml]

Abbildung 76 Balkendiagramm der a-Glucosidasehemmung durch verschiedene Konzentrationen
des H20-Extraktes und Acarbose (Positivkontrolle); n = 3 in Heptaplikaten.

Tabelle 3-1 Gleichungen der berechneten Regressionsanalysen, deren BestimmtheitsmalRe R2 und die daraus berechneten 1Cso-
Werte der a-Glucosidasehemmungskonzentrationen der verschiedenen Extrakte.

Juglandis
folium 70 % DCM
(o/g) Extrakt
. y = 6,144In(X) i y=6,113In(x) y=6,2721In(x) Yy =9,2535In(x)
Regression -11,766 -1,4474 -11,633 -38,582
BestimmtheitsmaR  R2=0,9534 - R2 =0,9867 R2=0,958 R2=0,9544
ICso [pg/ml] 23227 - 4519 18519 14369
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Sephadex Fraktionen
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Abbildung 77 Balkendiagramm der a-Glucosidasehemmung durch verschiedene Konzentrationen der Sephadex-Fraktionen S1-
S12 des EtOAc-Extraktes und Acarbose (Positivkontrolle); n = 3 in Heptaplikaten.

Mittels GPC an Sephadex LH-20 Material wurde der EtOAc-Extrakt weiter aufgetrennt, wobei 12
Unterfraktionen (S1-12) generiert wurden (3.1.4.1, S.94). Diese Fraktionen wurden ebenfalls auf
ihre a-Glucosidasehemmung hin untersucht. Dabei wurde ersichtlich, dass die ersten vier
Fraktionen (S1-S4) wenig Hemmung (<10%) aufwiesen, welche auch nicht
konzentrationsabhangig war (Abbildung 77). Die Fraktionen S5, S6 und S8 farbten bei den
hochsten Konzentrationen (100 pM) die Losungen in den Wells, wodurch die photometrisch
ermittelte Enzymhemmung vermutlich geringer ausfiel als sie in Wirklichkeit war. Aus diesem
Grund wurden bei diesen Fraktionen fiir die 1Cso Berechnungen nur die ermittelten Werte fir die
Konzentrationen bis 50 uM verwendet. S5, die Fraktion aus der hauptsachlich Flavonoid-
Glykoside isoliert wurden, zeigte eine schwache Hemmung der a-Glucosidaseaktivitét (ICso:
2779 ug/ml), allerdings ubertrafen die folgenden gerbstoffhaltigen Fraktionen S6-S12 diese bei
Weitem (ICso: 36-162 pg/ml, Tabelle 3-2). Die gerbstoffhaltigen Fraktionen ihren ICso-Werte nach
geordnet ergaben: S7 > S8 > S9 = S10 > S6 > S11 > S12. Wie aus dem Isolierungsteil ersichtlich
ist und auch in der Literatur bereits nachgewiesen wurde, ist der Polymerisierungsgrad von
Proanthocyanidinen koinzident mit der Elutionsreihenfolge an Sephadex LH-20 Material (Wei et

al. 2011). Generell kann man also von einem Zusammenhang von Polymerisierungsgrad und o-
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Glucosidasehemmung ausgehen. Lediglich S6 fallt aus der Reihe und ist in der Enzyminhibition

zwischen S10 und S11 einzuordnen.

Tabelle 3-2 Gleichungen der berechneten Regressionsanalysen, deren BestimmtheitsmaRe R? und die daraus berechneten 1Cso-
Werte der a-Glucosidase-Hemmung der verschiedenen Sephadex-Fraktionen.

S5 S6 7 S8
. y =7,649In(x) - y = 13,149In(x) - y =10,936In(x) - y =10,731In(x) +
Regression 10,656 3,5115 56589 1,3622
BestimmtheitsmaR R2 = 0,9976 R? = 0,0942 R? = 0,9908 R? = 0,9931
ICso [pg/ml] 2779 59 162 93
59 S S11 512
. y = 14,214In(x) - y = 17,075In(x) - y = 22,057In(x) - y = 23,563In(x) -
Regression 11,882 24377 33,42 34,677
Bestimmtheitsmal R2=0,9948 R2=0,988 R2=10,9835 R2=0,9925
ICso [pg/ml] 78 78 44 36
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4  DISKUSSION

4.1 Chemotaxonomische Analyse der isolierten Verbindungen

Im Folgenden soll die chemotaxonomische Einordnung der im Zuge dieser Arbeit isolierten
Verbindungen erdrtert und deren mogliche Eignung als chemotaxonomische Marker diskutiert
werden. Dazu wurde auf Scifinder® eine Literatursuche durchgefiihrt und diejenigen Pflanzen und
Pilze zusammengetragen, in denen die Verbindung bereits nachgewiesen wurde. Um Fehler im
Suchalgorithmus auszuschlieRen, wurden nur Literaturstellen berticksichtigt, in denen die
Verbindungen eindeutig identifiziert worden sind. Veraltete Artnamen wurden auf den aktuellen
wissenschaftlichen Stand gebracht und in die aktuelle Taxonomie eingeordnet (IMA 2016; Index
fungorum 2019; The Plant List 2013). In den jeweiligen Literaturstellen wurde soweit moglich der
untersuchte Pflanzenteil herausgesucht und mit in die Tabellen aufgenommen. Da viele
Veroffentlichungen die griine, die Walnuss umgebende Cupula als Perikarp oder ,,Husk*

bezeichnen, wurde dies in den Tabellen korrigiert.

Naphtochinone oder Juglone sind eine spezielle Klasse von pflanzlichen Metaboliten, die in
Pflanzen und Pilzen weit verbreitet sind, und auch in Juglandaceae vorkommen (Babula et al.
2009). Wie Tabelle 4-1 1 zu entnehmen ist, wurden die hier isolierten Juglone (1-5) in der Familie
der Juglandaceae tberwiegend in J. mandshurica gefunden. Verbindung 3 konnte im Zuge dieser
Arbeit zum ersten Mal aus J. regia isoliert werden. Verbindungen 1 bzw. 5 wurden auRerdem noch

in den Malvaceae (1, 5) und Proteaceae (5) nachgewiesen.

Alle sechs R Isomere 6a-11a und zwei S Isomere 7b/11b der nicht glucosidierten Tetralonderivate
konnten zum ersten Mal in J. regia nachgewiesen werden (Tabelle 4-2). Verbindung 10a und die
mit Phenylpropanoiden bzw. mit Isopropylmalat veresterten, glucosidierten Tetralonderivate 16,
18-22 stellen eine Besonderheit dar, da sie bisher noch nicht in Pflanzen nachgewiesen wurden
und somit eine potentielle chemotaxonomische Relevanz aufweisen. Die Tatsache, dass alle
ubrigen Tetralonderivate bereits aus J. mandshurica isoliert wurden, deutet auf eine enge
Verwandtschaft zu J. regia hin. Die Substanzen 8b, 10b, 11b und 15 wurden auf3erdem in J.
sigillata nachgewiesen, was ebenfalls auf eine engere Verwandtschaft mit J. regia hindeutet.
Substanz 8b, 4-Hydroxy-a-tetralon (8), 9a/9b und 12 wurden auch in den Familien Lythraceae,
Ulmaceae, Magnoliaceae und Asteraceae nachgewiesen. Die Substanzen 6a/6b, 9a/9b, 10b und

11a konnten auch in Pilzen der Abteilung Ascomycota nachgewiesen werden.
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Die hier isolierten Anthrachinone 23-26 wurden zum ersten Mal fir die Familie der Juglandaceaen
beschrieben. Um auf eine mdgliche chemotaxonomische Relevanz fir J. regia zu schlielen,
musste ihr Vorkommen noch in anderen Juglans Arten untersucht werden. Die Verbindungen 23-
26 wurden bisher vor allem aus Arten der Lamiaceae und Rubiaceae isoliert (Tabelle 4-3).

Zyklische Diarylheptanoide wurden in Arten der Familien der Betulaceae, Casuarinaceae,
Myricaceae und Juglandaceae — alle aus der Ordnung Fagales - nachgewiesen. Des Weiteren
wurden sie auch in den Sapindales (Aceraceae und Burseraceae) gefunden (Keserii, G. M. und
Nogradi 1995; Kubitzki et al. 1993). Die hier isolierten zyklischen Diarylheptanoide scheinen eher
typisch fur Fagales - vor allem fur Juglandaceaen - zu sein. Die Verbindungen 28-29 wurden bisher
innerhalb der Gattung Juglans in J. mandshurica und J. sigillata gefunden, was wieder auf eine
engere Verwandtschaft dieser drei Arten hindeuten kdnnte (Tabelle 4-4). Die Diarylheptanoide
29-30 konnten zum ersten Mal fir J. regia isoliert werden. Da 27 bisher nicht beschrieben ist,

konnte es sich hierbei um einen wichtigen chemotaxonomischen Marker fir J. regia handeln.

Flavonoide sind in Pflanzen weit verbreitet und es ist schwierig, auf deren Basis eine
chemotaxonomische Relevanz abzuleiten. Es bleibt lediglich zu erwéhnen, dass im Zuge dieser
Arbeit die Verbindungen 35b, 36, 38-40, 42, 43 und 51 zum ersten Mal fiir die Juglandaceae und
45 fir die Gattung Juglans beschrieben wurden (Tabelle 4-5). Dabei handelte es sich bei 40 und
43 um neue Verbindungen, wovon die acetylierte Verbindung 43 mdglicherweise doch

chemotaxonomisch relevant sein kdnnte.

Oligomere Proanthocyanidine sind im Pflanzenreich ebenfalls weit verbreitet, was es auch hier
schwierig macht eine chemotaxonomische Relevanz abzuleiten (Tabelle 4-6). Die Verbindungen
55, 56, 60 und 62 wurden bereits mittels ESI-MS/MS in J. regia nachgewiesen. Die Verbindungen
57-59, 61 und 63 konnten im Zuge dieser Arbeit zum ersten Mal fur Juglandaceae beschrieben

werden.

Die Phenylpropanoide und Phenylpropanoidglykoside (64-71) sind, mit Ausnahme von
Verbindung 65, welche bisher nur in Chloranthus spicatus isoliert wurde, in vielen
Pflanzenfamilien nachgewiesen worden und somit als chemotaxonomische Marker nicht geeignet
(Tabelle 4-7). Dennoch konnten die Verbindungen 64-67 zum ersten Mal fir Juglandaceae

beschrieben werden.

Das Neolignan 72 ist in Pflanzen weit verbreitet, wohingegen die Neolignane 73 und 74 bisher nur
in Ranunculaceae und Lamiaceae bzw. Clusiaceae, Lauraceae und in Wein (Riesling) gefunden
wurden. Alle drei Neolignane wurden hier zum ersten Mal fiir Juglandaceae beschrieben (Tabelle
4-8).
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Alle hier isolierten phenolischen ascorbigenen Verbindungen 75-78 wurden zum ersten Mal in
Juglandaceae gefunden. Dabei handelte es sich bei 75 um eine neue und bei 78 um eine aus

Synthesearbeiten bekannte, allerdings noch nie aus Pflanzen isolierte Verbindung (Tabelle 4-9).

Die Verbindung 79 konnte bisher nur aus zwei Arten isoliert werden und ist hier zum ersten Mal
fur Juglandaceae beschrieben (Tabelle 4-10). Die Verbindungen 80-82 wurden bereits in vielen
Pflanzenfamilien nachgewiesen, allerdings konnte 82 hier zum ersten Mal aus einer Juglandaceae

isoliert werden.

Die Terpene 83-86 wurden schon in vielen Pflanzen nachgewiesen und sind somit

chemotaxonomisch irrelevant (Tabelle 4-11).

Die Apocarotinoide 87, 88 und 92 konnten bereits in J. regia und anderen Juglans Arten
nachgewiesen werden (Tabelle 4-12). Die Verbindungen 89-91 und 93-98 wurden hier das erste
Mal fir Juglandaceae beschrieben. Da die Apocarotinode 87-98 fur viele Pflanzenfamilien
beschrieben sind, sollten sie als chemotaxonomische Marker weniger in Betracht gezogen werden.
Allerdings  wurden die mit  Phenylpropanoiden und Benzoesdure veresterten
Apocarotinoidglucoside 99-108 hier zum ersten Mal beschrieben und kénnten spezifisch flr J.
regia sein. Dies miisste durch genauere Untersuchungen von anderen Juglans Arten noch bestétigt

werden.

Bei der Verbindung 109 handelt es sich um den ersten Nachweis eines Alkaloids in den
Juglandaceae (Tabelle 4-13). Ob es sich hierbei um einen spezifischen Marker von J. regia handelt,
oder ob diese Minorverbindung lediglich in anderen Juglans Arten Ubersehen wurde, ist eine

hdchst spannende Fragestellung und sollte Teil weiterer Untersuchungen sein.

Die beiden Fettsduren 110 und 111 sind in Pflanzen weit verbreitet und somit ist eine
chemotaxonomische Relevanz auszuschlie3en (Tabelle 4-13).

Zusammenfassend kann man sagen, dass die chemotaxonomische Auswertung der
Naphtochinone, Tetralone und Diarylheptanoide die besten Hinweise auf evolutionére
Beziehungen innerhalb der Gattung Juglans ergibt. Dadurch, dass viele Verbindungen vor allem
in J. regia (Sektion Juglans), J. sigillata (Sektion Juglans) und J. mandshurica (Sektion
Cardiocaryon) gefunden wurden, liegt eine engere Verwandtschaft dieser Arten nahe. Diese
Beobachtung deckt sich - vor allem fir J. regia und J. sigillata - mit phylogenetischen
Untersuchungen nicht-codierender Abschnitte bzw. der gesamten Chloroplasten-DNA von
verschiedenen Juglans Arten (Aradhya et al. 2007; Dong et al. 2017). Dabei konnte gezeigt

werden, dass J. regia und J. sigillata eine monophyletische Gruppe bilden und somit am engsten
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miteinander verwandt sind. Untersuchungen von Populationen in China ergaben, dass J. sigillata
als Okotyp von J. regia betrachtet werden kann (Yuan et al. 2018). Auch die hier ermittelten
vielfachen Ubereinstimmungen an Inhaltsstoffen zwischen J. regia und J. mandshurica aus den
Sektionen Juglans bzw. Cardiocaryon decken sich mit neueren phylogenetischen Untersuchungen
(Aradhya et al. 2005; Aradhya et al. 2007; Dong et al. 2017). Es wurde in der Literatur stets
kontrovers diskutiert, ob die Sektionen Rhysocaryon und Cardiocaryon einen gemeinsamen
Vorfahren nach einer Divergenz von der urspringlichen Sektion Juglans aufweisen, oder ob die
Auseinanderentwicklung zeitlich getrennt vonstattenging (Aradhya et al. 2005; Aradhya et al.
2007). Neuere Untersuchungen gehen von einer zeitlich getrennten Entstehung aus. So wurde die
Sektion Juglans als alteste Sektion beschrieben, von der sich zuerst die Sektion Rhysocaryon (vor
ca. 47,61 Mio. Jahren) gefolgt von Sektion Cardiocaryon (vor ca. 44,77 Mio. Jahren) abspaltete
(Aradhya et al. 2007; Dong et al. 2017). Somit sollten Vertreter der Sektionen Juglans und
Cardiocaryon - im Gegensatz zu Arten der Sektion Rhysocaryon - am meisten Gemeinsamkeiten

aufweisen.

Trotz der hier gezeigten Hinweise auf die verschiedenen gemeinsamen Inhaltsstoffe der Arten J.
regia, J. sigillata und J mandshurica kann nicht ausgeschlossen werden, dass diese Verbindungen
nicht auch in anderen Vertretern der unterschiedlichen Sektionen vorhanden sein konnen. Eine
intensive Untersuchung maglichst vieler Juglans Arten bezuglich ihrer sekundéren Metaboliten
ist somit unumganglich, um die hier generierten Ergebnisse in einen gréReren Kontext zu stellen.
Vor allem die hier isolierten 22 neuen Verbindungen, die noch nicht in Pflanzen gefunden wurden,
die 38 zum ersten Mal fur Juglandaceae beschriebenen Metaboliten sowie eine Verbindung, die
zum ersten Mal fur die Gattung Juglans beschrieben wurde, stellen ein grofles Spektrum an
Verbindungen dar, die beispielsweise durch MS/MS-Analysen in anderen Arten gesucht werden

kdnnen.
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Tabelle 4-1 Liste der Pflanzenarten und deren taxonomische Einordnung in denen die hier isolierten Verbindungen (Juglone)
bereits nachgewiesen wurden.

Familie Ordnung  Pflanzenteil Literatur
1 C. cathayensis Sarg. Carya Juglandaceae  Fagales Cupula (Xiang et al. 2016)
E. roxburghiana Wall. Engelhardia Juglandaceae Fagales  Wurzel (Lin et al. 2005)
J. mandshurica Maxim.  Juglans Juglandaceae Fagales  Wurzel (Li et al. 2003a)
Waurzelrinde (Yuetal. 2011)
Zweige und (Jang et al. 2018)
Rinde
J. regia L. Juglans Juglandaceae  Fagales Samenschale (Liu 2012)
L. hirsuta (Lam.) Diels Lomatia Proteaceae Proteales Blatter (Simonsen et al. 2006)
P. heterophyllum Hance  Pterospermum Malvaceae Malvales  Wurzel (Li et al. 2009)
2 C. cathayensis Carya Juglandaceae Fagales  Cupula (Xiang et al. 2016)
E. roxburghiana Engelhardia Juglandaceae Fagales ~ Wurzel (Lin et al. 2005)
J. regia Juglans Juglandaceae  Fagales Cupula (Tsasi et al. 2016)
Rinde (Lee et al. 2016)
J. mandshurica Juglans Juglandaceae  Fagales Pericarp (Zhou et al. 2014a)
Waurzelrinde (Yuetal. 2011)
3 J. mandshurica Juglans Juglandaceae Fagales  Cupula (Zhou et al. 2015)
Waurzel (Joe et al. 1996)
4 J. major (Torr.) A. Juglans Juglandaceae Fagales  Frucht, Kallus (Mdller und Leistner
Heller 1978)
J. mandshurica Juglans Juglandaceae  Fagales Frucht (Han et al. 2007)
Frucht (Mdaller und Leistner
1978)
J. microcarpa Berland.  Juglans Juglandaceae  Fagales Kallus (Maller und Leistner
1978)
J. nigra L. Juglans Juglandaceae  Fagales Frucht (Muller und Leistner
1978)
J. regia Juglans Juglandaceae  Fagales Frucht (Muller und Leistner
1978)
5 J. mandshurica Juglans Juglandaceae  Fagales Cupula (Zhou et al. 2015)
Rinde (Yao et al. 2014)
Wurzel (Li et al. 2003a)
Wurzel (Son 1995)
J. regia Juglans Juglandaceae  Fagales Blatter (Ellendorff et al. 2015)
Frucht (Grace et al. 2014)
L. tasmanica Lomatia Proteaceae Proteales  Blatter (Deans et al. 2018)
W.M.Curtis
L. polymorpha R.Br. Lomatia Proteaceae Proteales  Bléatter (Deans et al. 2018)
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Tabelle 4-2 Liste der Pflanzenarten bzw. Pilze und deren taxonomische Einordnung in denen die hier isolierten Verbindungen
(Tetralone) bereits nachgewiesen wurden; (8): 4-Hydroxy- o-tetralon; * falls Pilz Ubergeordnete Abteilung in Klammern.

Gattung Familie Ordnung Pflanzenteil 0. * Literatur
J. mandshurica Juglans Juglandaceae Fagales Frucht (Machida et al. 2005)
- Xylariaceae  Xylariaceae Xylariales Fungus (Nong et al. 2013)
(Ascomycota)
6b C. eugeniae (Nutman  Cytospora Valsaceae Valsaceae Fungus (Sadorn et al. 2018)
& F.M. Roberts) (Ascomycota)
G.C. Adams &
Rossman
E. roxburghiana Engelhardia  Juglandaceae Fagales Waurzel (Lin et al. 2005)
J. mandshurica Juglans Juglandaceae Fagales Cupula (Zhou et al. 2015)
Frucht (Machida et al. 2005)
J. regia Juglans Juglandaceae Fagales Rinde (Lee et al. 2016)
Cupula (Du et al. 2014)
7a J. mandshurica Juglans Juglandaceae Fagales Frucht (Machida et al. 2005)
7b J. mandshurica Juglans Juglandaceae Fagales Frucht (Machida et al. 2005)
7 E. roxburghiana Engelhardia  Juglandaceae Fagales Waurzel (Wu et al. 2007)
J. regia Juglans Juglandaceae Fagales Cupula (Tsasi et al. 2016)
Cupula (Liu et al. 2008a)
8a J. mandshurica Juglans Juglandaceae Fagales Frucht (Machida et al. 2005)
8b E. roxburghiana Engelhardia  Juglandaceae Fagales Waurzel (Lin et al. 2005)
J. mandshurica Juglans Juglandaceae Fagales Cupula (Yang et al. 2018)
Waurzel (Li et al. 2003b)
Frucht (Machida et al. 2005)
J. regia Juglans Juglandaceae Fagales Cupula (Du et al. 2014)
J. sigillata Dode Juglans Juglandaceae Fagales Cupula (Liu et al. 2010)
L. inermis L. Lawsonia Lythraceae Myrtales Stamm (Liou et al. 2013)
8 A. baccifera L. Ammannia Lythraceae Myrtales ? (Upadhyay et al. 2013b)
A. edentula Kuhlm. Ampelocera  Ulmaceae Rosales Rinde (Fournet et al. 1994)
A. multiflora Roxb. Ammannia Lythraceae Myrtales ? (Upadhyay et al. 2012)
9a J. mandshurica Juglans Juglandaceae Fagales Cupula (Chen et al. 2015)
Frucht (Machida et al. 2005)
M. obovata Thunb. Magnolia Magnoliaceae Magnoliales Rinde (Min et al. 2008)
- Xylariaceae  Xylariaceae Xylariales Fungus (Nong et al. 2013)
(Ascomycota)
9b A. rupestris L. Artemisia Asteraceae Asterales ganze Pflanze  (Xie et al. 2013)
B. fabae Sardifia Botrytis Sclerotiniaceae Helotiales Fungus (Cimmino et al. 2011)
(Ascomycota)
C. cathayensis Carya Juglandaceae Fagales Cupula (Xiang et al. 2016)
E. roxburghiana Engelhardia  Juglandaceae Fagales Wurzel (Lin et al. 2005)
Stamm (Wu et al. 2012)
G. graminis (Fuckel) ~ Graminopas- Mycosphaerellac Capnodiales Fungus (Tabuchi et al. 1994)
U. Braun, salora -eae (Ascomycota)
C. Nakash., Videira &
Crous
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10a
10b

lla

11b

11

12

13

14

15

16
17
18

J. mandshurica

J. nigra
J. regia

S. sclerotiorum (Lib.)
de Bary

T. diversus (Raper &
Fennell) Samson,
Yilmaz & Frisvad

T. dryina (Sacc.) B.
Sutton

T. farfara L.

Bisher nicht nachgewiesen in Pflanzen

J. mandshurica

J. regia
J. sigillata
S. sclerotiorum

T. diversus
B. fabae

J. mandshurica
J. mandshurica

J. sigillata

J. regia

A. baccifera L.

A. multiflora Roxb.
J. mandshurica

J. mandshurica
J. regia

J. sigillata

J. mandshurica

J. mandshurica

J. regia

J. sigillata

Neue Verbindung
J. mandshurica
Neue Verbindung

Juglans

Juglans
Juglans

Sclerotinia

Talaromyces

Tubakia

Tussilago
Discula

Juglans

Juglans
Juglans
Sclerotinia

Talaromyces
Botrytis

Juglans
Juglans

Juglans
Juglans
Ammannia
Ammannia
Juglans

Juglans
Juglans
Juglans
Juglans

Juglans

Juglans
Juglans

Juglans

Juglandaceae

Juglandaceae
Juglandaceae

Sclerotiniaceae

Aspergillaceae

Melanconidaceae

Asteraceae
Gnomoniaceae

Juglandaceae

Juglandaceae
Juglandaceae
Sclerotiniaceae

Aspergillaceae
Sclerotiniaceae

Juglandaceae
Juglandaceae

Juglandaceae
Juglandaceae
Lythraceae
Lythraceae
Juglandaceae

Juglandaceae
Juglandaceae
Juglandaceae
Juglandaceae

Juglandaceae

Juglandaceae
Juglandaceae

Juglandaceae

Fagales

Fagales
Fagales

Helotiales

Eurotiales

Diaporthales

Asterales
Diaporthales

Fagales

Fagales
Fagales
Helotiales

Eurotiales
Helotiales

Fagales
Fagales

Fagales
Fagales
Myrtales
Myrtales
Fagales

Fagales
Fagales
Fagales
Fagales

Fagales

Fagales

Fagales

Fagales

Wurzel
Frucht

Cupula
Rinde

Cupula
Bléatter
Cupula
Rinde

Cupula
Bléatter

Fungus
(Ascomycota)
Fungus
(Ascomycota)

Fungus
(Ascomycota)
Blutenknospen

Fungus
(Ascomycota)

Frucht

Cupula
Cupula
Cupula

Fungus
(Ascomycota)
Fungus
(Ascomycota)
Fungus
(Ascomycota)
Cupula

Frucht

Frucht
Cupula
Cupula

ganze Pflanze
ganze Pflanze
Cupula
Frucht
Cupula
Frucht

Blite

Cupula
Frucht
Cupula
Frucht
Cupula

Testa
Perikarp

Cupula

(Li et al. 2003b)
(Machida et al. 2005)
(Li et al. 2008b)

(Yao et al. 2014)
(Zhou et al. 2015)
(Yao et al. 2015)

(Lal et al. 2011)
(Talapatra et al. 1988)
(Liu et al. 2008a)
(Salimi et al. 2014)
(Morita und Aoki 1974)

(Fujimoto et al. 1986)

(Venkatasubbaiah und
Chilton 1992)
(Yang et al. 2017)

(Venkatasubbaiah und
Chilton 1991)

(Liu et al. 2004b)
(Yang et al. 2018)
(Li et al. 2008a)
(Liu et al. 2010)
(Suzuki et al. 1968)

(Fujimoto et al. 1986)
(Cimmino et al. 2011)

(Yang et al. 2018)

(Liu et al. 2004b)

(Liu et al. 20044a)

(Liu et al. 2010)

(Liu et al. 2008a)
(Upadhyay et al. 2013a)
(Upadhyay et al. 2013a)
(Zhou et al. 2018)

(Liu et al. 20044a)

(Zhou et al. 2015)

(Liu et al. 20044a)

(Luo et al. 2012)

(Liu et al. 2010)

(Liu et al. 2004a)

(Zhou et al. 2015)

(Liu et al. 2004a)
(Wang et al. 2019a)

(Le Cai et al. 2012)
(Peng et al. 2013)

(Zhou et al. 2015)
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19
20
21
22

Neue Verbindung
Neue Verbindung
Neue Verbindung
Neue Verbindung

Tabelle 4-3 Liste der Pflanzenarten bzw. Pilze und deren taxonomische Einordnung in denen die hier isolierten Verbindungen
(Anthrachinone) bereits nachgewiesen wurden; * falls Pilz Gbergeordnete Abteilung in Klammern; T neu fiir Juglandaceae.

23+
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25+

26+

S. aggregata (Ker
Gawl.) Wiehler
T. grandis L.f.

P. tetrandra subsp.
malayana (Ridl.) J.T.
Johanss.

R. oncotricha Hand.-
Mazz.

R. tinctorum L.

R. cordifolia L.

C. calisaya Wedd.

R. emodi Wall.
T. grandis L.f.

B. buxifolia L.

T. grandis L.f.

H. impetiginosus (Mart.

ex DC.) Mattos
M. citrifolia L.
M. longissima
Y.Z.Ruan

Z. armatum DC.

R. cordifolia L.

Gattung
Sinningia
Tectona

Prismatomeris

Rubia
Rubia
Rubia
Cinchona

Rheum
Tectona

Trichoderma
sp. Pers.
Barleria

Tectona
Handroanthus

Morinda
Morinda

Zanthoxylum

Rubia

Familie
Gesneriaceae

Lamiaceae

Rubiaceae

Rubiaceae
Rubiaceae
Rubiaceae
Rubiaceae

Polygonaceae
Lamiaceae

Hypocreaceae
Acanthaceae

Lamiaceae
Bignoniaceae

Rubiaceae
Rubiaceae

Rutaceae

Rubiaceae

Ordnung

Lamiales
Lamiales

Gentianales

Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales

Caryophallales
Lamiales

Hypocreales
Lamiales

Lamiales
Lamiales

Gentianales
Gentianales

Sapindales

Gentianales

Pflanzenteil o.
*

Waurzelknolle
Kernholz

Wurzel

Wurzel
Waurzel
Waurzel
Zellsuspension

Rhizom
Blatter

Fungus
(Ascomycota)
Wurzel

Kernholz
Kernholz

Wurzel
Waurzel

Samen

Wurzel

Literatur

(Verdan et al.
2015)
(Ismayati et al.
2016)

(Chien et al. 2015)

(Itokawa et al.
1991)

(Sato et al. 1992)
(Liu et al. 2008b)
(Robins et al.
1986)

(Aslam et al. 2014)
(Shahid-Ul-Islam
et al. 2018)
(Yuetal. 2015)

(Gopalakrishnan et
al. 1984)

(Vyas et al. 2018)
(Burnett und
Thomson 1967)
(Deng et al. 2007)
(Nguyen et al.
2017)

(Aknhtar et al.
2009)

(Liu et al. 2008h)
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Tabelle 4-4 Liste der Pflanzenarten und deren taxonomische Einordnung in denen die hier isolierten Verbindungen

(Diarylheptanoide) bereits nachgewiesen wurden.

# Art Gattung Familie Ordnung  Pflanzenteil Literatur
27 Neue Verbindung
28 A. hirsuta Alnus Betulaceae Fagales Rinde (Jin et al. 2007a)
J. mandshurica Juglans Juglandaceae Fagales Zweige und Rinde (Jang et al. 2018)
Cupula (Li et al. 2008b)
J. regia Juglans Juglandaceae Fagales Zweige und Blatter (Yang et al. 2011)
Cupula (Li et al. 2008a)
Cupula (Liu et al. 2008a)
Cupula (Liu et al. 2007)
J. sigillata Juglans Juglandaceae Fagales Cupula (Liang et al. 2017)
29 E. roxburghiana Engelhardia  Juglandaceae Fagales Stamm (Wu et al. 2012)
J. mandshurica Juglans Juglandaceae Fagales Cupula (Zhou et al. 2014a)
J. sigillata Juglans Juglandaceae Fagales Cupula (Liang et al. 2017)
P. tonkinensis Pterocarya Juglandaceae Fagales unbekannt (Liu et al. 2005)
30 A. hirsuta Alnus Betulaceae Fagales Rinde (Jin et al. 2007b)
C. cathayensis Carya Juglandaceae  Fagales Cupula (Xiang et al. 2016)
J. mandshurica Juglans Juglandaceae  Fagales Cupula (Lietal. 2017)
Blatter (Yao et al. 2015)
Rinde (Zhang et al. 2012)
J. sigillata Juglans Juglandaceae Fagales Cupula (Liang et al. 2017)
M. gale L. Myrica Myricaceae Fagales Zweige (Morihara et al. 1997)
M. nana A. Chev. Myrica Myricaceae Fagales Wurzel (Wang et al. 2008)
P. tonkinensis Pterocarya Juglandaceae Fagales unbekannt (Liu et al. 2005)
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4.1 Chemotaxonomische Analyse der isolierten Verbindungen

Tabelle 4-5 Liste der Pflanzenarten und deren taxonomische Einordnung in denen die hier isolierten Verbindungen (Flavonoide)
bereits nachgewiesen wurden; § neu fiir Juglandaceae; ; 71 neu fir Juglans.

# Art Gattung Familie Ordnung Pflanzenteil Literatur
Flavan-3-ole
31 weit verbreitet
J. regia Juglans Juglandaceae Fagales Frucht (Figueroa et al.
2016)
P. strobilacea Platycarya Juglandaceae Fagales Frucht und (Tanaka et al.
Siebold & Zucc. Rinde 1993)
32 weit verbreitet
J. regia Juglans Juglandaceae Fagales Bléatter (An et al. 2005a)
Cupula (Stampar et al.
2006)
33 weit verbreitet
J. regia Juglans Juglandaceae Fagales Cupula (Stampar et al.
2006)
34 weit verbreitet
J. regia Juglans Juglandaceae Fagales Frucht (Anjum et al.
2017)
P. strobilacea Platycarya Juglandaceae Fagales Frucht und (Tanaka et al.
Rinde 1993)
Flavanone
35a weit verbreitet
J. regia Juglans Juglandaceae Fagales Rinde (Lee et al. 2016)
Rinde (Sasaki 1965)
35bt weit verbreitet
35 J. nigra Juglans Juglandaceae Fagales Rinde (Gupta et al. 1972)
36F weit verbreitet
Flavanonole
37 weit verbreitet
J. mandshurica Juglans Juglandaceae Fagales Rinde (Min et al. 2000)
J. nigra Juglans Juglandaceae Fagales Cupula (Lal et al. 2011)
J. regia Juglans Juglandaceae Fagales Frucht (Zhao et al. 2017)
Blatter (Santos et al. 2013)
J. sigillata Juglans Juglandaceae Fagales Perikarp (Peng et al. 2013)
38F A. hierochuntica  Anastatica Brassicaceae Brassicales ganze Pflanze  (Yoshikawa et al.
2003)
N. nucifera Nelumbo Nelumbonaceae Proteales Blatter (Ahn et al. 2013)
T. vernicifluum Toxicodendron Anacardiaceae Sapindales Rinde (Kim et al. 2015a)
(Stokes) F.A.
Barkley
39+ C. x sinaica Crataegus Rosaceae Rosales Blatter (Shahat et al. 1998)
Boiss.
P. elliptica Nutt. Pyrola Ericaceae Ericales ganze Pflanze  (Bergeron et al.
1998)
T. jasminoides Trachelospermum  Apocynaceae Gentianales Blatter (Hosoi et al. 2006)
(Lindl.) Lem.
40 Neue Verbindung
41 Fragaria x Rosaceae Rosales Wurzel (Ishimaru et al.
ananassa Duch. 1995)
cv. Reikov
J. regia Juglans Juglandaceae Fagales Septum (Zhao et al. 2017)
R. canina L. Rosa Rosaceae Rosales Frucht (Fujii und Saito
2014)
R. laxiflora Ruprechtia Polygnonaceae Caryophyllales  Blatter (Abreu et al. 2011)
Meisn.
42+ C. x sinaica Crataegus Rosaceae Rosales Blatter (Shahat et al. 1998)
Boiss.
C. obtusa Chamaecyparis Cupressaceae Coniferales Bléatter und (Zhang et al. 2013)
(Siebold & Zucc.) Zweige
Endl.
E. japonica Eurya Pentaphylacaceae Ericales Stamm (Yang Kuo et al.
Thunb. 2013)
F. sylvatica L Fagus Fagaceae Fagales Rinde (Dubeler et al.
1997)
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4 Diskussion

Art Gattung Familie Ordnung Pflanzenteil Literatur
R. canina L. Rosa Rosaceae Rosales Frucht (Fujii und Saito
2014)
u.v.m. aber Stereochemie nicht eindeutig bestimmt
43 Neue Verbindung
Flavonole
44 weit verbreitet
J. mandshurica Juglans Juglandaceae Fagales Blatter (Sun et al. 2011)
4571 weit verbreitet
C. illinoinensis Carya Juglandaceae Fagales Blatter (Ayoub 2007)
(Wangenh.)
K.Koch
46 weit verbreitet
C. illinoinensis Carya Juglandaceae Fagales Blatter (Ayoub 2007)
J. regia Juglans Juglandaceae Fagales Blatter (Pitschmann et al.
2014)
J. mandshurica Juglans Juglandaceae Fagales Blatter (Sun et al. 2011)
47 weit verbreitet
C. illinoinensis Carya Juglandaceae Fagales Blatter (Ayoub 2007)
(Wangenh.)
K.Koch
J. regia Juglans Juglandaceae Fagales Blite (Zhao et al. 2013)
48 weit verbreitet
J. regia Juglans Juglandaceae Fagales Blatter (Pitschmann et al.
2014)
Blite (Zhao et al. 2013)
Blatter (An et al. 2005a)
49 weit verbreitet
C. illinoinensis Carya Juglandaceae Fagales Bléatter (Ayoub 2007)
(Wangenh.)
K.Koch
J. mandshurica Juglans Juglandaceae Fagales Rinde (Hou et al. 2017)
Rinde (Min et al. 2002)
J. regia Juglans Juglandaceae Fagales Rinde (Lee et al. 2016)
Blatter (Pitschmann et al.
2014)
Blatter (An et al. 2005a)
50 weit verbreitet
J. regia Juglans Juglandaceae Fagales Blute (Zhao et al. 2013)
51+ weit verbreitet
52 C. paliurus Cyclocarya Juglandaceae Fagales Blatter (Wu et al. 2014)
(Batalin) Iljinsk
J. mandshurica Juglans Juglandaceae Fagales Rinde (Hou et al. 2017)
Rinde (Min et al. 2003)
J. regia Juglans Juglandaceae Fagales Rinde (Lee et al. 2016)
J. sigillata Juglans Juglandaceae Fagales Kernholz (Hu et al. 2017)
53 weit verbreitet
J. regia Juglans Juglandaceae Fagales Blute (Yan et al. 2019)
54 weit verbreitet
J. regia Juglans Juglandaceae Fagales Blatter (Pitschmann et al.
2014)
Blite (Zhao et al. 2013)
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4.1 Chemotaxonomische Analyse der isolierten Verbindungen

Tabelle 4-6 Liste der Pflanzenarten und deren taxonomische Einordnung in denen die hier isolierten Verbindungen (oligomere
Proanthocyanidine) bereits nachgewiesen wurden; T neu fiir Juglandaceae.

# Art Gattung Familie Ordnung Pflanzenteil Literatur
55 J. regia Juglans Juglandaceae Fagales Frucht (Bittner et al. 2013)
56 J. regia Juglans Juglandaceae Fagales Frucht (Bittner et al. 2013)

57+ weit verbreitet
58+ weit verbreitet
59+ weit verbreitet

60 J. regia Juglans Juglandaceae Fagales Frucht (Bittner et al. 2013)
617 weit verbreitet
62 J. regia Juglans Juglandaceae Fagales Frucht (Bittner et al. 2013)

63t weit verbreitet

Tabelle 4-7 Liste der Pflanzenarten und deren taxonomische Einordnung in denen die hier isolierten Verbindungen
(Phenylpropanoide) bereits nachgewiesen wurden; 1 neu fiir Juglandaceae.

# Art Gattung Familie Ordnung Pflanzenteil  Literatur
64+ weit verbreitet

65F C. spicatus (Thunb.) Chloranthus ~ Chloranthaceae  Chloranthales  Blatter (Wang et al.

Makino 2016a)

667 weit verbreitet

67F weit verbreitet

68 weit verbreitet

69 weit verbreitet

70 weit verbreitet

71a/71b weit verbreitet

Tabelle 4-8 Liste der Pflanzenarten und deren taxonomische Einordnung in denen die hier isolierten Verbindungen (Neolignane)
bereits nachgewiesen wurden; t neu fiir Juglandaceae.

# Art Gattung Familie Ordnung Pflanzenteil Literatur

72t  weit verbreitet

731  P.cernua (Thunb.) Pulsatilla Ranunculaceae  Ranunculales Wurzel (Lee et al. 2014)
Bercht. ex J. Presl
I. japonicus (Burm.f.)  Isodon Lamiaceae Lamiales oberirdische ~ (Matsumoto et al. 2017)
H.Hara Teile

741  Garcinia x Garcinia Clusiaceae Malpighiales  Perikarp (Tran et al. 2016)
mangostana L.
C. subavenium Mig. Cinnamomum  Lauraceae Laurales Blatter (Lin und Lee 2012)
V. vinifera L. Vitis Vitaceae Vitales Wein (Baderschneider und

(Riesling) Winterhalter 2001)
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Tabelle 4-9 Liste der Pflanzenarten und deren taxonomische Einordnung in denen die hier isolierten Verbindungen (phenolische
Ascorbigene) bereits nachgewiesen wurden; * ohne Berticksichtigung der Stereochemie;
** Phenolanalogon von (78) und deren Glykoside; T neu fiir Juglandaceae.

# Art Gattung Familie Ordnung Pflanzenteil Literatur
757 Neue Verbindung
76*1 L. juncea var. sericea Lespedeza Fabaceae Fabales oberidische (Jiang et al.
(Thunb.) Lace & Hauech Teile 2016)
G. senegalensis (Lam.) Gymnosporia Celastraceae Celastrales Bléatter (Okoye et al.
Loes. 2014)*
P. chinensis (L.) H. Persicaria Polygonaceae Caryophyllales  Kraut (Zheng et al.
Gross 2018)*
77T Leucadendron  Proteaceae Proteales unbekannt (Perold et al.
R.Br. 1988)
L. clethroides Duby Lysimachia Primulaceae Ericales oberidische (Liang et al.
Teile 2012)
Mimetes Proteaceae Proteales unbekannt (Perold et al.
Salish. 1988)
Sorocephalus Proteaceae Proteales unbekannt (Perold et al.
R.Br. 1988)
Spatalla Proteaceae Proteales unbekannt (Perold et al.
Salish. 1988)
78**t  Bisher noch nicht aus Pflanzen isoliert
D. linearis (Burm. f.) Dicranopteris  Gleicheniaceae  Gleicheniales Blatt (Lietal.
Underw. 2006)**
G. socotrana (Balf.f.) Gnidia Thymelaeaceae Malvales Blatter und (Franke et al.
Gilg Zweige 2002)**
V. wrightii Miq. Viburnum Adoxaceae Dipsacales Bléatter (Machida und
Kikuchi 1994)**
V. dilatatum Thunb. Viburnum Adoxaceae Dipsacales Bléatter (Iwagawa und
Hase 1984)**

Tabelle 4-10 Liste der Pflanzenarten und deren taxonomische Einordnung in denen die hier isolierten Verbindungen (sonstige
phenolische Verbindungen) bereits nachgewiesen wurden; t neu fiir Juglandaceae.

# Art Gattung Familie Ordnung Pflanzenteil Literatur

79t  A.cobbe (L.) Allophylus  Sapindaceae  Sapindales Wurzel und (Sangsopha et al. 2019)
Raeusch. Zweige
C. asiatica (L.) Colubrina  Rhamnaceae  Rosales Zweige (Sangsopha et al. 2018)
Brongn.

80  weit verbreitet
J. regia Juglans Juglandaceae  Fagales Frucht (Solar et al. 2005)

81  weit verbreitet
J. regia Juglans Juglandaceae  Fagales Septum (Bezhuashivili und Kurashvili

1998)
821  weit verbreitet

Tabelle 4-11 Liste der Pflanzenarten und deren taxonomische Einordnung in denen die hier isolierten VVerbindungen (Sequi-, Di-
und Triterpene) bereits nachgewiesen wurden.

# Art Gattung Familie Ordnung Pflanzenteil Literatur
83 weit verbreitet
J. regia Juglans Juglandaceae Fagales Blatter (Nahrstedt et al. 1981)
Blatter (Wang et al. 2014)
84 ubiquitér
85 ubiquitér
86 weit verbreitet
J. regia Juglans Juglandaceae Fagales Blatter (Pauli et al. 2010)




4.1 Chemotaxonomische Analyse der isolierten Verbindungen

Tabelle 4-12 Liste der Pflanzenarten bzw. Pilze und deren taxonomische Einordnung in denen die hier isolierten Verbindungen
(Apocarotinoide) bereits nachgewiesen wurden; t neu fiir Juglandaceae.

#
87

88

89+

90
91%
92

93t

94+

Art

weit verbreitet
J. regia

ubiquitar
J. mandshurica

J. regia

A. chinense (Lour.)
Harms

C. fissa (Champ. ex
Benth.) Rehder &
E.H.Wilson

C. parqui (Lam.) L'Hér.

C. tiglium L.
E. tirucalli L.

1. excisoides (Y.Z.Sun
ex C.H.Hu) H.Hara

1. japonica Thunb.

R. raphanistrum subsp.
sativus (L.) Domin

S. melongena

T. tagetiflora Desf.
weit verbreitet

weit verbreitet

weit verbreitet

J. regia

A. truncatum Bunge

C. ensiformis P.H.Davis
C. parviloba Gardner &
Champ.

C. pinnatifida Bunge

F. callosa Willd.

L. japonica Mig.

M. rossii (Oliv.) Koidz.
M. seguinii H. Lév.

R. x damascena Herrm.
C. pinnatifida Bunge

F. sieboldiana Blume
H. ceylanicum (Gardner)
Benth.

L. japonica Mig.

R.x damascena

Gattung

Juglans

Juglans

Juglans

Alangium

Castanopsis

Cestrum

Croton
Euphorbia

Isodon
Inula
Raphanus
Solanum

Tithonia

Juglans
Acer
Centaurea
Clematis
Crataegus
Ficus
Linaria
Mukdenia
Myrsine
Rosa
Crataegus
Fraxinus
Homalium
Linaria

Rosa

Familie

Juglandaceae

Juglandaceae

Juglandaceae

Cornaceae

Fagaceae

Solanaceae

Euphorbiaceae
Euphorbiaceae

Lamiaceae
Asteraceae
Brassicaceae
Solanaceae

Asteraceae

Juglandaceae
Sapindaceae
Asteraceae
Ranunculaceae
Rosaceae
Moraceae
Plantaginaceae
Saxifragaceae
Primulaceae
Rosaceae
Rosaceae
Oleaceae
Salicaceae
Plantaginaceae

Rosaceae

Ordnung

Fagales

Fagales

Fagales

Cornales

Fagales

Solanales

Malpighiales
Malpighiales

Lamiales
Asterales
Brassicales
Solanales

Asterales

Fagales
Sapindales
Asterales
Ranunculales
Rosales
Rosales
Lamiales
Saxifragales
Ericales
Rosales
Rosales
Lamiales
Malpighiales
Lamiales

Rosales

Pflanzenteil

Blatter

Rinde

Cupula
Septum
Wourzel

Blatter

Blatter

Blatter
oberidische
Teile
Blatter

oberidische
Teile
Samen

Waurzel

Blatter

Frucht
Blatter

oberidische
Teile
Stamm

Blatter
Blatter

ganze
Pflanze
oberidische
Teile
Blatter

Bliite
Blatter
Rinde
Stamm und
Zweige
ganze

Pflanze
Bliite

Literatur

(Wang et al.
2014)

(Hou et al.
2017)

(Tsasi et al.
2016)
(Wang et al.
2017)
(Zhang et al.
2015)
(Huang et al.
2011)

(D'Abrosca et
al. 2005)
(Buetal. 2011)
(Xu et al.
2017)

(He et al. 2010)

(Qin et al.
2010)

(Kim et al.
2015b)
(Yang et al.
2019)
(Huynh et al.
2013)

(Grace et al.
2014)

(Dong et al.
2006)
(Baykan-Erel
et al. 2010)
(Yan et al.
2010)

(Gao et al.
2010)

(van Kiem et
al. 2011)
(Otsuka 1994)

(Trang et al.
2014)
(Otsuka et al.
2001)
(Straubinger et
al. 1997)
(Gao et al.
2010)
(Linetal.
2007)

(Ekabo et al.
1993)
(Otsuka 1994)

(Straubinger et
al. 1997)
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#
95+

96+

97+
98+

99

100
101
102
103
104
105
106
107
108

Art
N. nucifera Gaertn.

S. cordifolia Hemsl.
S. sarmentosum Bunge
C. trichotoma Bojer
H. vernalis Maxim.

1. japonicus (Burm.f.)
H.Hara
M. domestica Borkh.

M. neapolitanus Ten.

P. scrophulariifolia
Bunge
P. subscandens Merr.

S. fimbricalyx Boerl.

S. sarmentosum Bunge

V. hederifolia L.

weit verbreitet
B. glauca Blume

B. officinalis L.

C. orchioides Gaertn.
E. uniflora L.

N. tabacum L.

S. samarangense
(Blume) Merr. &
L.M.Perry

T. jasminoides (Lindl.)
Lem.

V. heyneana Roem. &
Schult.

Neue Verbindung
Neue Verbindung
Neue Verbindung
Neue Verbindung
Neue Verbindung
Neue Verbindung
Neue Verbindung
Neue Verbindung
Neue Verbindung
Neue Verbindung

Gattung
Nelumbo

Saussurea
Sedum
Crotalaria
Hylomecon
Isodon
Malus
Melilotus
Nicotiana L.
Perovskia
Premna
Strophioblachia

Sedum

Veronica

Bridelia
Borago
Curculigo
Eugenia
Nicotiana

Syzygium

Trachelospermum

Vitis

Familie
Nelumbonaceae

Asteraceae
Crassulaceae
Fabaceae
Papaveraceae
Lamiaceae
Rosaceae
Fabaceae
Solanaceae
Lamiaceae
Lamiaceae
Euphorbiaceae

Crassulaceae

Plantaginaceae

Phyllanthaceae
Boraginaceae
Hypoxidaceae
Myrtaceae
Solanaceae

Myrtaceae

Apocynaceae

Vitaceae

Ordnung
Proteales

Asterales
Saxifragales
Fabales
Ranunculales
Lamiales
Rosales
Fabales
Solanales
Lamiales
Lamiales
Malpighiales

Saxifragales

Lamiales

Malpighiales
Boraginales
Asparagales
Myrtales
Solanales

Myrtales

Gentianales

Vitales

Pflanzenteil
Blatter

ganze
Pflanze
ganze
Pflanze
Blatter

oberidische
Teile
oberidische
Teile
Blatter

ganze
Pflanze
Blatter

oberidische
Teile
Blatter

oberidische
Teile
ganze
Pflanze
ganze
Pflanze
oberidische
Teile

Blatter
oberidische
Teile
Rhizom
Blatter
Blatter
Blatter
Sténgel und

Blatter
Blatter

Literatur

(Kimetal.
2009)
(Li et al. 2010)

(Morikawa et
al. 2007)
(Shitamoto et
al. 2010)

(Lee et al.
2011)
(Matsumoto et
al. 2017)
(Winterhalter
etal. 1994)
(Esposito et al.
2008)
(Kodama et al.
1984)

(Takeda et al.
2007)

(Sudo et al.
2000)
(Kaewkrud et
al. 2008)
(Yoshikawa et
al. 2007)
(Muraoka et al.
2009)

(Harput et al.
2002)

(Sueyoshi et al.
2006)
(Samy et al.
2016)
(Chen et al.
2017)
(Samy et al.
2014a)
(Yang et al.
2014, 2014)
(Samy et al.
2014b)

(Tan et al.
2010)
(Cong et al.
2012)
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4.1 Chemotaxonomische Analyse der isolierten Verbindungen

Tabelle 4-13 Liste der Pflanzenarten bzw. Pilze und deren taxonomische Einordnung in denen die hier isolierten Verbindungen
(,,sonstige Verbindungen®) bereits nachgewiesen wurden; * falls Pilz (bergeordnete Abteilung in Klammern; 1 neu fiir

Juglandaceae.
# Art

Mazz.

A. fordiana
Hemsl.

D. catenatum
Lindl.

R.

(Lj.N.
Vassiljeva) G.
Wu & Zhu L.
Yang

M. alba L.

S. cervisiae
(Desm.) Meyen
P. nigripes
(Klotzsch)
P.M.D. Martin
110  ubiquitér
111 ubiquitar

1091 A flavum Hand.-

extremiorientalis

L. chinense Mill.

Gattung
Aconitum

Aristolochia
Dendrobium

Rugiboletus

Lycium
Morus
Saccharomyces

Podosordaria

Familie
Ranunculaceae

Avristolochiaceae
Orchidaceae

Boletaceae

Solanaceae
Moraceae
Saccharomycetaceae

Xylariaceae

Ordnung
Ranunculales

Piperales
Asparagales

Boletales

Solanales
Rosales
Saccharomycetales

Sordariomycetes

Pflanzenteil 0. *
Waurzel

Rhizom
Blatter

Fungus
(Basidiomycota)

Frucht
Frucht

Fungus
(Ascomycota)
Fungus
(Ascomycota)

Literatur

(Wang et
al. 2016b)
(Zhou et al.
2014b)
(Tao et al.
2015)
(Yang et al.
2015)

(Chinetal.
2003)
(Kimetal.
2013)
(Hellwig et
al. 2018)
(Xiong et
al. 2016)
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4.2  Bewertung der Ergebnisse des a-Glucosidase-Assays

Da in der Literatur anti-diabetische Effekte fiir J. regia Extrakte (Asgary et al. 2008; Hosseini et
al. 2014; Mirbadalzadeh und Shirdel 2010) und eine Inhibierung der a-Glucosidaseaktivitét
beschrieben (Sancheti et al. 2011; Teimori et al. 2010) wurden, sollten in dieser Arbeit
verschiedene Extrakte und Fraktionen auf ihre a-Glucosidasehemmung untersucht werden. So

sollten Hinweise zu den aktiven Inhaltsstoffen generiert werden.

Der ermittelte 1Cso Wert von 23,2 mg/ml firr die a-Glucosidaseinhibierung des Juglandis folium
MeOH 70 % Extrakts steht in starkem Gegensatz zu dem in der Literatur beschriebenen Wert von
80 pg/ml eines 80 % MeOH Extrakts der ganzen Pflanze (Sancheti et al. 2011). Der Literaturwert
liegt somit um das ca. 300-fache niedriger als der im Rahmen dieser Arbeit ermittelte Wert. Eine
mogliche Erklarung kdnnte sein, dass in der vorliegenden Arbeit ein Blattextrakt untersucht wurde
und bei Sancheti et al. (2011) die ganze Pflanze, was allerdings aufgrund der PflanzengroRe eher
verwunderlich ist. Auch wenn der methanolische Rohextrakt eine niedrige a-Glucosidase-
Inhibition aufwies, konnten im Zuge der Aufarbeitung deutliche Aktivitatsunterschiede zwischen
den einzelnen Extrakten bzw. Fraktionen gefunden werden. VVon den Extrakten die durch Flussig-
Flussig Extraktion aus dem methanolischen Blattextrakt generierten wurden, wies zundchst der
EtOAc-Extrakt (ICso: 4,5 mg/ml) die stérkste Inhibierung der a-Glucosidase auf. Eine weitere
Fraktionierung dieses EtOAc-Extrakts mittels Sephadex LH-20 zeigte einen auffélligen Anstieg
der Inhibierung bei spater eluierenden Fraktionen. So wurde die a-Glucosidase von den Fraktionen
S1-S4, aus denen die meisten Tetralon-, Phenylpropanoid-, Neolignan- und Apocarotinoid-
Derivate isoliert wurden, kaum gehemmt. Mit Fraktion S5, aus der die meisten Naphtochinon-,
Flavanon-, Flavanonol-, Flavonol-, Phenolsdure- und Ascorbinsdure-Derivate isoliert wurden,
konnte ein leichter Anstieg der a-Glucosidase-Hemmung (ICso: 2,8 mg/ml) gezeigt werden.
Bemerkenswerterweise ist die Inhibierung ab Fraktion S6 um ein Vielfaches starker und tibertrifft
teilweise sogar die Hemmwirkung von Acarbose bei niedrigeren Konzentrationen. Das Ausmal}
der Inhibierung nahm mit steigendem Polymerisierungsgrad der eluierenden Proanthocyanidine
zu, wobei sie bei S12 mit einem ICso-Wert von 36 pg/ml am stérksten ausgeprégt war. Eine
Ausnahme stellte Fraktion S6 dar, die mit einem ICso-Wert von 59 pg/ml zwischen S10 (1Cso:
78 pg/ml) und S11 (ICso: 44 pg/ml) lag. Da im Zuge der Isolierungsarbeiten die Fraktionen S6-
S12 mit dem mit Gerbstoffen angereicherten n-BuOH-Extrakt zur ,,Gerbstofffraktion® vereint
wurden, ist es leider nur bedingt mdglich, die isolierten Verbindungen den Fraktionen S6-S12
zuzuordnen. Allerdings konnte bei einem Vergleich der Ubersichts-DC der Sephadexlaufe des
EtOAc-Extrakts (Abbildung 13, S6, S.94), der Gerbstofffraktion (Abbildung 29, G9, S.104) und
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4.2 Bewertung der Ergebnisse des a-Glucosidase-Assays

des MCI-Laufs der Fraktion G9 (Abbildung 32, GOM9, S.106) eine identische Bande (Rf> 0,9)
zu erkennen sein, die (-)-Epicatechin-3-O-gallat (34) zuzuorden ist. Somit kdnnte die starke
Glucosidaseinhibierung der Fraktion S6 durch 34 zu erklaren sein, was allerdings noch durch
weitere Untersuchungen bestatigt werden muss. Ein Hinweis darauf ist in der Literatur zu finden.
So konnte gezeigt werden, dass eine ahnliche Verbindung mit einer Hydroxylgruppe mehr am B-
Ring — Epigallocatechin-3-O-gallat — einen 1Cso-Wert von 2 uM fiir die Hemmung einer a-
Glucosidase aus Hefe aufwies (Tadera et al. 2006).Wang et al (2019b) konnte eine nicht
kompetitive Hemmung von Epigallocatechin-3-O-gallat-Polymeren in vitro und in silico
nachweisen. In ihrer Studie identifizierten sie eine hydrophobe Tasche an einem allosterischen
Zentrum der a-Glucosidase, in der diese Epigallocatechin-3-O-gallat-Polymere binden kénnen
und somit die Aktivitat des Enzyms durch Konformationsanderungen herabsetzen. Dabei wurde
eine Abnahme der Bindungsstarke mit zunehmendem Polymerisierungsgrad von Dimeren uber

Trimeren zu Tetrameren beobachtet.

Allgemein wurde in der Literatur bereits gezeigt, dass Proanthocyanidine konzentrationsabhangig
zu einer Hemmung der a-Glucosidaseaktivitat beitragen (Schreckinger et al. 2012; Wang et al.
2012). Ob die Enzymhemmungen nun durch unspezifische Bindungen der zahlreichen
Hydroxylgruppen oligomerer bis polymerer Proanthocyanidine bewerkstelligt werden (Lu et al.
2016) oder ob eher spezifische Bindungen niedermolekularerer Proanthocyanidine in
Enzymtaschen daflir verantwortlich sind (Vazquez-Flores et al. 2018), wird in der Literatur
unterschiedlich diskutiert. Beispielsweise konnte flr einen Kakischalenextrakt (Diospyros kaki
L.f.) gezeigt werden, dass oligomere Proanthocyanidine eine starkere Hemmwirkung auf a-
Glucosidase haben als polymere Proanthocyanidine (Lee et al. 2007). Fir einen Seekieferextrakt
(Pinus pinaster Aiton) wurde das Gegenteil gefunden, dass der Polymerisierungsgrad der
Proanthocyanidine proportional zur Enzymhemmung ist (Schéafer und Hogger 2007). Eine weitere
Studie mit Akazien- und Léarchenextrakten (Acacia mangium Willd. und Larix gmelinii (Rupr.)
Kuzen.) konnte keinen dominierenden Einfluss des Polymerisierungsgrades auf die o-
Glucosidasehemmung nachweisen (Chen et al. 2019). Da in der vorliegenden Arbeit ein positiver
Zusammenhang zwischen Polymerisierungsgrad und Enzymhemmung fir die a-Glucosidase
beschrieben werden konnte und dies auch fir andere Enzyme wie Trypsin, a-Amylase,
Pankreaslipase, Phospholipase A2 und Angiotensin-konvertierendes Enzym in anderen Arbeiten
gezeigt wurde, ist ein solcher Zusammenhang wahrscheinlich (Gongalves et al. 2007; Gu et al.
2011; Sugiyama et al. 2007; Uchida et al. 1987). Neben dem Polymerisierungsgrad spielen auch
noch andere spezifischere Hemmmechanismen eine Rolle und sollten Anlass zu weiteren

Untersuchungen sein (Vazquez-Flores et al. 2018; Wang et al. 2019b). Da Proanthocyanidine in
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4 Diskussion

grolerem Unfang unbeschadigt den Magen des Menschen passieren kénnen (Kwik-Uribe und
Bektash 2008; Rios et al. 2002), kdnnten diese pflanzlichen Metaboliten eine mogliche Erklarung
sein, warum sich Walnussblattextrakte positiv bei Diabetes Erkrankungen auswirken. Auch kénnte
eine unterstutzende Therapie mit Walnussblattextrakten, wie bereits fiir Proanthocyanidine aus
schwarzen Johannisbeeren (Ribes nigrum L.) gezeigt, die Acarbose-Wirkung verstarken bzw.

deren Applikationsmenge reduzieren (Boath et al. 2012).
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S ZUSAMMENFASSUNG

Die echte Walnuss (Juglans regia L.) ist eine von mehr als 60 Taxa der Familie der Juglandaceae.
Sie gehort zur aktuell 21 Arten umfassenden Gattung Juglans und ist zusammen mit J. sigillata
Dode in der Sektion Juglans eingeordnet. Es handelt sich um einen sommergriinen Baum mit
aromatisch duftenden, unpaarig gefiederten Blattern. Das natlrliche Verbreitungsgebiet reicht
vom sudlichen Mitteleuropa bis China. Neben den nahrhaften Samen finden die Walnussblatter
seit Langem Anwendung in der VVolksmedizin, beispielsweise bei Rheuma, Hautkrankheiten und
Diabetes. Die vorliegende Arbeit wurde angefertigt, um die Kenntnisse beziglich des
Inhaltsstoffspektrums zu erweitern, und die chemotaxonomische Einordnung von J. regia genauer

zu beleuchten.

Es wurde ein methanolischer Walnussblattextrakt mit Hilfe wvon verschiedenen
chromatographischen Techniken aufgearbeitet und einzelne Verbindungen isoliert. Die so
erhaltenen Substanzen wurden anhand von 1D- und 2D-NMR, Massenspektrometrie und
chiroptischen Methoden, wie Polarimetrie und Circulardichroismus sowie mittels
Literaturabgleich, aufgeklart. Insgesamt konnten 111 Verbindungen isoliert und ihre Struktur
aufgeklart werden. Hierbei wurden 22 bisher unbekannte pflanzliche Metaboliten identifiziert,
davon zehn Apocarotinoid-, sieben Tetralon-Derivate, zwei Flavonoidglykoside, zwei phenolische

Ascorbigene sowie ein Diarylheptanoid.

Um die chemotaxonomische Relevanz der hier isolierten Verbindungen zu erarbeiten, wurde eine
Literaturrecherche beziglich der Pflanzen durchgefihrt, in denen die hier isolierten Metaboliten
bereits gefunden wurden. Insgesamt konnten 38 Verbindungen identifiziert werden, die zum ersten
Mal fur die Familie der Juglandaceae und ein Metabolit, der zum ersten Mal fir die Gattung
Juglans nachgewiesen wurde. Ein Abgleich innerhalb der Gattung unterstrich die nahere
Verwandtschaft von J. regia zu J. sigillata und zu J. mandshurica Maxim.. Die vorliegende Arbeit
leistet einen wichtigen Beitrag zur chemotaxonomischen Einteilung der Gattung Juglans, indem
sie ein umfangreiches Spektrum der in J. regia gefundenen Verbindungen aus verschiedensten
Substanzklassen auffuhrt. Auf dieser Basis sollten in zukinftigen Arbeiten moglichst viele Arten
der Gattung Juglans auf das Vorkommen der in J. regia gefundenen Verbindungen anhand eines

Screenings mittels MS/MS-Analyse untersucht werden.

Volksmedizinisch werden die Walnussblatter schon seit langem gegen Diabetes angewendet.
Aktuelle in vitro und in vivo Studien belegen eine hypoglykédmische Wirkung von

Walnussblattextrakten. Einen moglichen Angriffspunkt bei einer hypoglykdmischen Therapie
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stellt die Hemmung der a-Glucosidase, welche die Glucose aus Starkebruchstiicken freisetzt, dar.
In dieser Arbeit wurden verschiedene Extrakte und Fraktionen, die im Laufe der
Isolierungsarbeiten erhalten wurden, auf ihre «a-Glucosidase-Hemmung untersucht. Die
proanthocyanidinhaltigen Fraktionen konnten eindeutig als potente «-Glucosidasehemmer
identifiziert werden. Die Féhigkeit, das Enzym zu hemmen, stieg mit dem Polymerisierungsgrad
der Proanthocyandine, mit Aushahme einer Fraktion, welche trotz relativ geringem
Polymerisierungsgrad eine potente Hemmung der «a-Glucosidase aufwies. Um genauere
Informationen beziiglich des Hemmmechanismus erhalten zu koénnen, mdissten die in der
vorliegenden Arbeit isolierten Verbindungen aus den besonders aktiven Fraktionen auf ihre

Fahigkeit, die a-Glucosidase zu hemmen, getestet werden.
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6 SUMMARY

The Persian walnut (Juglans regia L.) is one of more than 60 taxa belonging to the Juglandaceae
family. It is classified to the 21 species comprising the genus Juglans and it is categorized together
with J. sigillata Dode to section Juglans. The Persian walnut is a deciduous tree with aromatic,
odd-pinnate leaves. Its natural habitat reaches from southern Europe to China. Besides its
nutritious seeds, the leaves are used in traditional medicine against e.g. rheumatism, skin diseases
and diabetes. The scope of this work was to extend the spectrum of known secondary metabolites
in J. regia leaves and to gain a deeper insight regarding the chemotaxonomic classification of J.

regia.

In the present study, a methanolic walnut leave extract was chromatographed by various
techniques to isolate single compounds. The structures of isolated compounds were elucidated by
1D- and 2D-NMR techniques as well as with mass spectrometry, chiroptic methods like
polarimetry and circular dichroism and literature research. Altogether, 111 compounds were
isolated, and their chemical structures elucidated. From these 111 compounds, 22 exhibited
recently unknown structures. Particularly, ten compounds were identified as apocarotenoids, seven
as tetralones, two as flavonoid glycosides, two as ascorbic acid derivatives and one compound as
diarylheptanoid.

To investigate the chemotaxonomic relevance of the isolated compounds, a literature research was
carried out to identify plants in which the isolated compounds had already been found. Altogether,
38 compounds were identified to be new for the family of Juglandaceae and one compound being
new for the genus Juglans. A comparison of the spectrum of secondary metabolites of the species
within the genus Juglans supports a closer relationship between J. regia and J. sigillata and J.
mandshurica, respectively. The present study makes a major contribution towards the
chemotaxonomy within the genus Juglans by presenting a broad spectrum of compounds being
found in J. regia. Based on this work, a high number of Juglans species should be screened by

MS/MS analyses and their secondary metabolites spectrum be compared to J. regia.

In traditional medicine walnut leaves are used to treat diabetes for a long time. Recent studies
prove their hypoglycemic effects both in vitro and in vivo. A possible target of a hypoglycemic
therapy is the inhibition of a-glucosidase which releases glucose from predigested starch. In this
study, several extracts and fractions were investigated for their potential to inhibit this enzyme.
The proanthocyanidine-rich fractions were identified as potent inhibitors of a-glucosidase. The
ability to inhibit a-glucosidase correlates with the degree of polymerization, with the exception of

only one fraction, which showed potent a-glucosidase inhibition even at a reatively low degree of
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polymerization. To further investigate the mechanism of inhibition specifically the isolated

compounds from the potent fractions should be tested for their activity against a-glucosidase.
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