
Tabellc 1. Koordinationszahl (CN). Spin und ermittelte M-0-Bindungslingen 
von Oxometallophorphyrinen [I  6 - 19. 221, Dimethoxo(tetrapheny1porphyrinato)- 
mangan(iv) 16) und von einem mnkrocyclischen 'I'etrnamidato-oxoman~~n( v)-Kom- 
plex [21]. 

Porphyrin C N  [a] Spin S M-O- Methode Lit. 
Abstand [A ]  

[Ti"O(OEP)] 5 0 1.613(5) X-ray 16 
[V"O(OEP)] 5 112 I.hZO(2) X-ray 17 
[Cr"O(TPP)] 5 0 1.5736) X-ray 18 
[M n"0( T,,, PP)] 5 312 1.69 ? 0.03 EXAFS 
[Fe"O(THF)(T,,,PI')] 6 1 1.604(19) X-ray 19 
l F e " O ( l - ~ c l m ~ ( T P P ) ~  6 1 1.64 0.03 EXAFS 21 
IMn'"(OCH,),TPP] 6 3 2  1.829(2) X-ray 6 
[MnV0(rj4-L)][Et,N] 5 0 1.555(4) X-ray 21 

[a] Ch' = Koordinationszahl. 

Tahellc 2 .  Interprctation der EXAFS-Daten (Mangan-K-Kante) von 2 

1.69 [c] 
2.00 [c] 
3.00 
3.35 
4.17 
4.82 

0.005 
0.003 
0.03 
0.01 1 
0.013 
0.026 

[a] Koordinationszahl, festgesetzt auf den angegebenen Wert. [b] Mn-Atom-Ab- 
stinde. [c] Geschitzte llngenauigkeit ?:0.03 A. [d] Pyrrol-Kohlensto~atom. 
[el meso-Kohlenstoffatoni. If] 2-Kohlenstof~dtoln der Pwalamidphenyl-Sub- 
stituenten. 

die Mehrfachstreuung der Prophyrinatome und die Lokalisie- 
rung des Mn-Zentrums 0.5 8, a u k r h a l b  der Ebene dieses Ligan- 
den[16- Die endgiiltigen Metall-Ligand-Abstande betragen 
Mn-0 1.69 2 0.03 8, und Mn-N 2.00 f 0.03 8,. 

Die Ergebnisse der XAS-Untersuchung sind in Einklang mit 
dem postulierten. fiinffach koordinierten Oxomangan(1v)-Deri- 
vat 2, in dem die Mn-0-Bindungslange 1.69 Ifr 0.03 8, betragt. 
Dieser Wert ist mit den Ergebnissen der einleitenden Untersu- 
chung['I vereinbar und geringfiigig kiirzer als der Mn-O-Ab- 
stand von 1.84 Ifr 0.02 8,. der fur den Porphyrinmangankom- 
plex mit einem Wassermolekiil als sechsten Liganden bestimmt 
wurde"]. Weiterhin werden in Tabelle 1 die M-0-Bindungslan- 
gen der bislang stukturell charakterisierten Oxo(porphyrinato)- 
metallkomplexe rnit den Mn-0-Abstinden in Dimethoxo(por- 
phyrinato)mangan(iv) ohne Oxoligand verglichen. Die relativ 
intensititsschwache Absorption vor der Kante (Abb. 3) fur den 
Mn"=O-Komplex 2 ist rnit der relativ langen Mn-0-Bindung, 
d. h. wie bei den Cr=O-, Cr=N- und Fe=O-K~mplexen[~ '  zu 
erklaren. Die im Vergleich zu den M-0-Bindungen in Low- 
spin-Cr'"=O- und Felv=O-Porphyrinderivaten verlangerte 
Mn"=O-Bindung in 2 ist hochstwahrscheinlich auf den High- 
spin-Zustand von 2 und - wie Spiro et al. zeigten14] - auf die 
besondere Stabilitat und geringe Polarisierbarkeit der halbgefiill- 
ten r:,-Unterschale zuriickzufiihren. Kiirzlich ist ein makrocy- 
clischer anionischer Tetraamidato-oxomangan(v)-Komplex 
durch eine Rontgenstrukturanalyse charakterisiert wordenrZtI. 
Der in diesem fiinffach koordinierten Low-spin-Mangan(v)- 
Derivat (S = 0) gefundene Mn=O-Abstand von 1.555(4) 8, ist 
wie erwartet kleiner als der Abstand von 1.69 A in 2. 

Die hohe Reaktivitit der Oxo(porphyrinato)mangan(~v)- 
Komplexe gegeniiber Olefinen und gesattigtcn Kohlenwasser- 
stoffen beruht wahrscheinlich ebenfalls auf dem High-spin-Zu- 
stand dieser Verbind~ngenl'-~'.  Die hohere Stabilitlt des 
Picket-fence-Porphyrinderivats relativ zu der anderer Por- 

phyrine (II'TPP, H,TPFPP, H,TMP[Z.3.51) deutet an. daB die 
Oxogruppe der Mn=O-Einheit von 2 wahrscheinlich in einem 
hydrophoben Hohlraum lokalisiert ist. der durch die Pivalamid- 
gruppen des Porphyrins gebildet wird. 
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Effiziente heterogene Biokatalysatoren durch 
den EinschluD von Lipasen in hydrophoben 
Sol-Gel-Materialien 
Manfred T. Reetz*, Albin Zonta und Jorg Simpelkamp 

Lipasen gehoren zu den am meisten verwendeten Enzymen in 
der Organischen Chemie['': In waDrigen Emulsionen katalysie- 
ren sic die chemo-. regio- und stereoselektive Verseifung von 
Carbonsaureestern, und als Suspension in organischen Lo- 
sungsmittelnl2I katalysieren sie die Riickreaktion und bewirken 
selektive Veresterungen"]. Um die Stabilitlt und Aktivitit der 
Lipasen zu erhohen und zugleich die Ruckgewinnung zu erleich- 
tern, wurde ihre Immobilisierung mehrfxh ~ n t e r s u c h t [ ~  - 'I. 
Wir berichten nun iiber den EinschluB von Lipasen in hydro- 
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phobe Sol-Gel-Materialien unter Bildung von hochaktiven, sta- 
bilen und wiederverwendbaren heterogenen Biokatalysato- 
renL61. 

In Anlehnung an friihere Berichte iiber den EinschluB von 
Biomolekiilen in Kieselgel (SiO,) rnit Hilfe des Sol-Gel-Verfah- 
rens", 'I wurde zunachst Tetramethoxysilan (TMOS) 1 in Ge- 
genwart unterschiedlicher Lipasen (2.B. aus Ps. cepacin, Amano 
PS) hydro1 ysiert. Klassische Sol-Gel-Prozesse dieser Art werden 
durch Sauren oder Basen katalysiert, wobei Hydrolyse und 
Kondensation von TMOS zu nanometergrol3en Sol-Partikeln 
fuhren, die dann zu unloslichen amorphen SO,-Gelen vernet- 
Zen[']. Leider zeigten die von uns nach dieser Methode herge- 
stellten Enzymimmobilisate nur 5uRerst geringe Aktivitaten. So 
wurden bei der Veresterung von Laurinsaure A (0.05 M) mit n- 
Octanol B (0.1 M) in Isooctan unter Bildung von Laurinsaure- 
octylester C relative Aktivitaten von nur 5 % erzielt. Bei dieser 

300 n :: 
6 7 
4 x  

2 

0 
0 25 50 75 100 

% MTMS - 
Abb. 1. Abhangigkeit der Aktivitdt A [pmol(hmgLipase)- '1 immobilisierter Ps.- 
cepacia-Lipase in TMOS/MTMS-Mischgelen von der Gelzusammensetzung. Zur 
Definition der relativen Aktivitdt x siehe Text. 

auch im folgenden verwendeten Testreaktion wird die relative 
Aktivitat x durch v (immobilisiertes Enzym)/v (kommerzielles 
Enzympraparat) definiert, wobei v die Anfangsgeschwindigkeit 
der Reaktion ist (in pmol (hmgLipase)- '). 

Da Lipasen interphasenaktive Enzyme rnit hydrophoben Do- 
manen sind, gehen sie mit anderen Substanzen nicht nur ioni- 
sche, sondern auch hydrophobe Wechselwirkungen ein[']. AUS 
diesem Grund spekulierten wir, daR alkylmodifizierte Kieselge- 
le['ol rnit hydrophobem Charakter, hergestellt aus Silanen des 
Typs RSi(OCH,), , besser geeignete Wirt-Matrices fur die Lipa- 
sen sein konnten. In orientierenden Versuchen immobilisierten 
wir deshalb Lipase aus Ps. cepacia (Amano PS) im Sol-Gel-Ver- 
fahren unter Verwendung von CH,Si(OCH,), (MTMS) 2 a oder 
Mischungen aus TMOS 1 und MTMS 2a. Als Katalysator dien- 

Si(OCH3), RSi(OCH3)s (CH,O),Si \/v Si(OCH3)3 

1 (TMOS) 2a R= C H ~  (MTMS) 3 (BTMS) 
b R = CzH, (ETMS) 
C R = n-C3H7 (PTMS) 
d R = n-C4H9 (BTMS) 
I? R = n-ClaH3, (ODTMS) 

4 (PDMS) 

te NaF"']. Abbildung 1 zeigt die Abhangigkeit der Aktivitat 
vom ,,Methylgehalt" des Gels. Bei einem Mischgel rnit 50% 
MTMS betrug die relative Aktivitat immerhin 30 %. Jede weite- 
re Erhohung des MTMS-Gehalts lie6 die relative Aktivitat stark 
ansteigen, bis zu 1300% fur ein reines MTMS-Gel. 

WBhlt man ein konstantes TMOS/RSi(OCH,),-Verhaltnis 
von 131 und variiert den Rest R des Silans, so steigt die relative 
Aktivitit in der Reihenfolge CH, < C,H, < n-C,H, < n-C,H, 

stark an, eine weitere VergroRerung des Restes R und die Erho- 
hung der Lipophilie durch Verwendung von n-Octyl- oder n-Oc- 
tadecylresten bewirken dagegen nur einen geringen weiteren 
Aktivitatsanstieg (Abb. 2). 
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Abb. 2. EinfluI3 der Kettenlinge von R auf die AklivitIt immobilisierter Ps.-cepo- 
cia-Lipase in Gelen des Typs TMOS/RSi(OMe), (l/l).  n = Zahl der C-Atome in R. 

Die in den Abbildungen 1 und 2 zusammengefafiten Ergeb- 
nisse verdeutlichen, dalj die Silankomponente ein wichtiger 
Parameter zur Optimierung der Aktivitat ist. Deshalb unter- 
suchten wir die ebenfalls kommerziell erhaltlichen Silane 3 und 
4, n = 5-9, als Gelvorstufen in Kombination rnit TMOS und 
mehreren Lipasen" 'I. In allen Fallen wurden Gelmaterialien 
rnit ausgezeichneten Aktivitaten erhalten. Der Protein-Immobi- 
lisierungsgrad betrug bis zu 93 %. 

Die in Abbildung 3 dargestellten reprasentativen Ergebnisse 
zeigen, dalj es kein allgemeines Rezept fur eine optimale Gelma- 
trix gibt, auch wenn sich in vielen Fallen die TMOS/PTMS-1/5- 
Gele als gut geeignet erwiesen. Bei vielen Lipasen llBt sich eine 
Steigerung der Aktivitat um einen Faktor von 5 und mehr errei- 
chen. Im Falle der Lipase SP 523 (Novo) ist der Faktor sogar 88, 
verglichen rnit dem kommerziellen Enzynipulver. 

Die Langzeitstabilitat der eingeschlossenen Lipasen ist unge- 
wohnlich hoch. Die Testreaktion wurde iiber einen Zeitraum 
von 30 Tagen im Batch-Betrieb durchgefiihrt, wobei nach je- 
weils 22 h der feste Katalysator abfiltriert, gewaschen und da- 
nach wieder eingesetzt wurde" 'I. Typischerweise ging die Akti- 
vitat nach den ersten zwei bis drei Reaktionscyclen lediglich um 
15-20% zuriick und blieb dann konstant bei 80-85% der An- 
fangsaktivitat, so z.B. bei Amano-PS-Lipase in reinem MTMS- 
oder MTMS/PDMS-6/1 -Gel. Die gleiche Lipase, adsorbieri auf 
reinem MTMS-Gel, verlor dagegen mehr als 75 YO der Anfangs- 
aktivitat nach nur acht Cyclen. Somit ist wahrscheinlich, dalj 

374 'C VCH l4rlagsgesdschaft mhH,  0-69451 Weinheim, 1995 0044-X249/95/0303-0374 $10.00 + .25/0 An.syw. Chem. 1995, 107. Nr.  3 
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Lipase aus 
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Abb. 3. Relative Aktivitat x immobilisierter Lipasen in drei verschiedenen Gelma- 
terialien. Schwarze Balken: MTMS; weiBe Balken: MTMSjPDMS (6: 1); graue 
Balken: PTMSiTMOS (5: l ) .  

nur ein kleiner Anteil der Lipase (15-20 %) beim Sol-Gel-Ver- 
fahren lediglich adsorbiert oder nur schwach stabilisiert ist und 
daher leichter desaktiviert wird oder verloren geht. 

Die Morphologie der Sol-Gel-Immobilisate wurde elektro- 
nenmikroskopisch (REM) unter~ucht['~]. Abbildung 4 zeigt ei- 
ne typische Aufnahme eines Lipase-haltigen MTMS-Gels mit 
amorphen Bereichen sowie spharischen Partikeln. 

Abb. 4. REM-Aufnahme eines Lipase-Immobilisats (Ps.-cepacia-Lipase in 
MTMS-Gel), Rechts: zehnfache VergroOerung des links markierten Bereichs. Die 
Lange des weiRen Balkens entspricht 60 pm. 

Was sind die Grunde fur die erhohten relativen Enzymaktivi- 
taten? Da sich die Vergleiche auf Suspensionen in organischen 
Losungsmitteln beziehen, ist wohl die primare Ursache eine 
feinere Verteilung und damit eine erhohte Zuganglichkeit des 
Enzyms. Man kann zudem spekulieren, dalj die hydrophoben 
Reste R in der Sol-Gel-Matrix stabilisierende und aktivierende 
Wechselwirkungen mit den hydrophoben Domanen der Lipasen 
eingehen. Der beobachtete ,,Alkyleffekt" kann aber auch in der 
eigentlichen Gelbildung seinen Ursprung haben, etwa in einer 
geringeren enzymschadigenden Wirkung von hydrophoben 
Silanmonomeren. Auch eine Aktivitatserhohung durch lokale 
Erhohung der Substratkonzentration in der hydrophoben Ma- 
trix ist der~kbar '~~ .  Ein gunstiger Einflulj von moglichen hy- 
drophoben Wechselwirkungen bei der Immobilisierung von Li- 
pasen auf anderen Tragern, wenn auch mit deutlich geringerer 
Aktivitatssteigerung, ist beschrieben wordenL4]. 

Angew. Chem. 1995,107, Nr. 3 Q VCH Erlagsgesellschafi mhH, 0-69451 f4 

Erste Anwendungen der h6terogenen Biokatalysatoren waren 
die kinetische Racematspaltung von 1 -Phenylethanol 5" 51 mit 
Hilfe von Amano-PS-Lipase in einem MTMS-Gel. Wahrend 
das kommerzielle Enzympraparat zu einem ee-Wert von 92 O h  

fiihrte[I6], ergab die gleiche Menge an eingeschlossener Lipase 
enantiomerenreine Produkte 6 und 7 (ee > 99 %). 

5 6 
1 

7 
1 

Enzym 

Amano-PS-Lipase 92% ee 92% ee 

Amano-PS-Lipase 99.6% ee 99.6% ee 

(komrnerziell) 

in MTMS-Gel 

Die von uns hier beschriebene Methode fiihrt zu Lipase-Im- 
mobilisaten mit exzellenter Aktivitat und Stabilitat. Die erhalte- 
nen Biokatalysatoren sind leicht wiederverwendbar" 31 und bie- 
ten sich auch fur den Einsatz in kontinuierlichen Prozessen an. 
Ein besonderer Vorteil ist die Moglichkeit, durch Variation einer 
Reihe von Parametern["] maljgeschneiderte Immobilisate fur 
jede Lipase zu erhaltenL6I. 

Eingegangen am 14. Juli, 
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Stichworte: Enzymkatalyse . Immobilisierung . Lipasen . Sol- 
Gel-Prozesse 

[I] K. Faber, Biotransformations in Organic Chemistry, Springer, Berlin, 1992: 
Enzymes as Cata@sts in Organic Synthesis (Hrsg.: M. P. Schneider), Reidel, 
Dordrecht, 1986; W. Boland, C. FroRI, M. Lorenz, Synthesis 1991, 1049. 

[2] A. Zaks, A. M. Klibanov, Proc. Natl. Acad. Scz. USA 1985.82, 3192; A.M. 
Klibanov, Acc. Chem. Res. 1990, 23, 114. 

131 E. Guibe-Jampel, G. Rousseau, Tetrahedron Lett. 1990,31,112; F. X. Malcata, 
H. R. Reyes, H. S. Garcia, C. G. Hill, Jr., C. H. Amundson, J .  Am. Oil Chem. 
Sac. 1990,67, 890; M. Arroyo, J. M. Moreno, J. V. Sinisterra, J .  Mol. Catal. 
1993,83,261; siehe auch R. V. Parthasarathy, C. R. Martin, Nature 1994,369, 
298. 

[4] J. A. Bosley, J. C. Clayton, Biotechnol. Bioeng. 1994, 43, 934; M. Norin, J. 
Boutelje, E. Holmberg, K. Hult, Appl. Microbial. Biotechnol. 1988, 28, 527. 

[S] Y. Kimura, A. Tanaka, K. Sonomoto, T. Nihira, S. Fukui, Appl. Microbiol. 
Biotechnol. 1983, 17, 207. 

[6] ,,Immohilisierte Lipasen in hydrophoben Sol-Gel-Marerialien": M. T. Reetz, A. 
Zonta, J. Simpelkamp (Max-Planck-Institut fur Kohlenforschung), DE-A 
4408 152.9, 1994. 

171 F. H. Dickey, J. Am. Chem. Sac. 1955, 59, 695; P. Johnson, T. L. Whateley, .I 
Colloid Interface Sci. 1971,557; L. M. Ellerby, C. R. Nishida, F. Nishida, S. A. 
Yamanaka, B. Dunn, J. Selverstone Valentine, J, J. Zink, Science 1992, 255, 
1 1  13; Y. Tatsu, K. Yamashita, M. Yamaguchi, S. Yamamura, H. Yamamoto, S. 
Yoshikawa, Chem. Lett. 1992, 1615; S .  Braun, S. Rappoport, S. Shtelzer, R. 
Zusman, S. Druckmann, D. Avnir, M. Ottolenghi in Biotechnology: Bridging 
Research and Applications (Hrsg.: D. Kamely, A. Shakrabarty, S. E. Korn- 
guth), Kluwer, Boston, 1991, S. 205; H. Weetall, B. Robertson, D. Cullm, J. 
Brown, M. Walch, Biochem. Biophys. Acia 1993,142, 211. 

[XI L. L. Hench, J. K. West, Chem. Rev. 1990, 90, 33; C. J. Brinker, W. Scherer, 
Sol-Gel-Science: The Physics and Chemi.stry nf Sol-Gel-Processing, Academic 
Press, Boston, 1990. 

[9] A. M. Brzozowski, U. Derewenda, 2. S. Derewenda, G. G. Turkenburg, F. 
Bjorkling, B. Huge-Jensen, S. A. Patkar, L. Thim, Nature (London) 1991,351, 
491; K.-E. Jaeger, S. Ransac, B. W. Dijkstra, C. Colson, M. van Heuvel, 0. 
Misset, FEMS Microbiol. Rev. 1994, IS, 29. 

[lo] F. Schwertfeger, W Glaubitt, U. Schubert, J .  Non-Cryst. Solids 1992, 145, 85; 
Y Haruvy, A. Heller, S. E. Weber in Supramolecular Architecture-Synthetic 
Control in Thin Films and Solids (Hrsg.: T. Bein) (ACS Symp. Ser. 1992, 499), 
S. 405. 

[I 11 Die Lipase wird in Wasser oder Puffer gelost, zur Abtrennung fester Riickstan- 
de zentrifugiert und mit wal3rigen Losungen von Polyvinylalkohol und Na- 
triumfluorid vermischt. AnschlieBend werden die Silane in der Reihenfolge 

feinheim, 1995 0044-8249/95/0303-0375 $10.00+ ,2510 375 



ZUSCHRIFTEN 
zunehmender Reaktivitdt hinaugefugt. Die Reaktionsmischung wird intensiv 
gemischt und bis zum Gelieren cd. 1 min geschwenkt. Die erhaltenen Gele 
werden 24 h verschlossen stehen gelassen, 3 d bei 37 'C getrocknet, mit Wasser, 
Aceton und Pentan gewaschen, getrocknet und gemablen. 

[12] Wir danken Novo Nordisk A/S (Danemdrk) fur eine Probe von SP 523 (Novo) 
und Amano Enzyme Europe Ltd. (England) fur eine Charge von PS 
Lipase. 

[13] Wahrend slch das kommerzielle Enzympulver bei der Testredktion rnit dem 
entstehenden Reaktionswasser zu einem schleimigen. schwer abtrennbaren 
Ruckstand verband, lien sich das Sol-Gel-Immobilisat problemlos recyclieren. 

[14] Wir danken Herrn Dr. B. Tesche (Fritz Haber Institut, Berlin) fur die REM- 
Aufnahmen. 

[IS] D. Bianchi, P. Cesti, E. Battistel, J. Org. Chem. 1988. 53, 5531. 
[I61 Nach Cesti et al. [IS] liefert die untersuchte Reaktion 95% ee. Es ist  jedoch 

bekannt. dalj die Endntioselektivitdt von enzymatisch katalysierten Reaktio- 
nen von Enzym-Charge zu Enzym-Charge variieren kann. 

(171 Der EinfluB weiterer Parameter, z.B. des Zusatzes von Additiven, der Stochio- 
metrie WasserjSilan, der Katalysatormenge, sowie der Einsatz weiterer Silan- 
monomere werden derzeit von uns intensiv untersucht. 

Die Strukturen UV-B-induzierter Sonnenschutz- 
pigmente der Kiefer (Pinus sylvestris L.)** 
Tim P. Jungblut, Jorg-P. Schnitzler, Werner Heller', 
Norbert Hertkorn, Jorg W. Metzger, Wilfried 
Szymczak und Heinrich Sandermann, Jr. 

Eine Zunahme der globalen UV-B-Strahlung als Folge des 
Ozonabbaus in der Stratosphare"] fordert fur das sichere Uber- 
Ieben von Lebewesen effektive Schutzmechanismen[2, 'I. Die 
meisten Experimente zur Wirkung von UV-B-Strahlung auf 
Pflanzen wurden an Nutzpflan~en[~], nur wenige mit Baumen 
d~rchgefiihrt[~]. Wir berichten nun iiber die Struktur von 
Schutzpigmenten, die spezifisch als Reaktion auf UV-B-Strah- 
lung, die der naturlichen entsprach, in Kiefernkeimlingen (Pinus 
sylvestris L.) gebildet wurden". 'I. 

Die RP-HPLC-Analyse (RP-HPLC = Umkehrphasen- 
Hochdruckflussigkeitschromatographie) methanolischer Ex- 
trakte von Nadeln UV-B-behandelter Kiefernkeimlinge zeigte, 
daR insbesondere Verbindung 1 in Keimnadeln und Verbindung 
2 in Primarnadeln stark induziert worden waren (1 von kleiner 
0.1 auf ca. 0.9 pmol pro g Frischgewicht und 2 von 0.8 auf 
2.4 pmol pro g Frischgewicht)L6I. Abbildung 1 zeigt das typische 
HPLC-Elutionsprofil eines methanolischen Extraktes aus 
Keimnadeln nach vier Tagen UV-B-Bestrahlung. 

[*] Dr. W. Heller. DipLChem. T. P. Jungblut, Dr. .I.-P. Schnitzler, 
Prof. Dr. H. Sandermann, Jr. 
GSF Forschungszentrum fur Umwelt und Gesundheit GmbH 
Institut fur Biochemische Pflanzenpathologie 
Postfach 11 29. D-85758 OberschleiBheim 
Telefax: Int. + 89/3187-3383; E-mail: heller(@gsf.de 
Dr. N. Hertkorn 
GSF-lnstitut fur okologische Chemie 
Dr. W. Szymczak 
GSF-Institut fur Strahlenschutz 
Dr. J. W. Metzger 
Institut fur Orgdnische Chemie der Universitat Tubingen 

[**I Diese Arbeit wurde vom Fonds der chemischen Industrie und von der Deut- 
schen Forschungsgemeinschaft (SFB 323, C-3 Metzger) gefordert. Den Herren 
Dip1.-Phys. M. Kofferlein und Dr. H. Seidlitz (GSF-Arbeitsgruppe Exposi- 
tionskammern) danken wir fur dds Aufzeichnen der UV-B-Strahlung wdhrend 
der Experimente, Dr. A. Marston und Prof. Dr. K. Hostettmann (Universiti 
de Lausanne, Schweiz) fur die Einfiihrung in die fortgeschrittene Handhabung 
der Gegenstromchromatographie. 

Die Verbindungen 1 und 2 wurden durch Gegenstromchro- 
matographie (MLCCC), Gelchromatographie an Sephadex 
LH-20 und praparative RP- 
HPLC gereinigt und iso- 
liert. Die Strukturaufkla- 
rung erfolgte mittels UV- 
und 'H-NMR-Spektrosko- 
pie (2D-lH-lH-COSY und 
NOESY), moderner mas- 
senspektrometrischer Tech- 
niken (TOF-SIMS, Elektro- 
spray-MS in Kombina- 
tion rnit MS/MS) sowie se- 
lektiver chemischer Abbau- 
reaktionen. Danach handelt 
es sich bei 1 um 3",6"-Di-O- 
(para-cumaro y1)isoquerci- 
trin und bei 2 urn 3",6-Di-O- 
(para-cumaroy1)astragalin. 

Die beiden Metabolite ge- 
horen zu einer Gruppe bis- 
her selten envahnter diacy- 
lierter Flavonolmonogly- 
coside. Verbindung 1 wurde 
bereits beschrieben, aller- 
dings mit Unsicherheiten im 

1 , , , , , / 1 1  
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Abb. 1. RP-HPL-Chromatogramm eines 
methanolischen Extraktes aus Keim- 
nadeln (Verbindung 1 induziert) von Kie- 
fernkeimlingen nach viertigiger UV-B- 
Bestrahlung; detektiert bei 280 nm. 
I = Retentionszeit, A = Absorption in 
beliebiger Einheit. 

Substitutionsmuster am ZuckerL8]. Verbindung 2 konnte hier 
zum ersten Ma1 isoliert und charakterisiert werden. 

Die Ergebnisse der 'H-NMR-spektroskopischen Untersu- 
chung der Verbindungen 1 und 2 sind in Tabelle 1 zusammenge- 
faBt. Die Molekulgeruste wurden durch 'H-NMR- und 2D-'H- 
' H-COSY-NMR-Spektroskopie etabliert. Die zweifelsfreie Zu- 
ordnung der aromatischen Protonen wurde durch NOESY- 
Experimente und den Vergleich rnit den Spektren der durch 
Solvolyse erhaltenen einfach acylierten Verbindungen bestitigt. 
Selektive Entkopplungsexperimente ermoglichten eine eindeutige 
Zuordnung der Zuckerprotonen und zeigten die Acylierung in 
den Positionen 3" und 6 an. 

Die aus den 'H-NMR-Spektren gewonnenen Strukturdaten 
wurden durch massenspektrometrische Messungen bestatigt. 
Eine erste Molmassenbestimmung rnit Flugzeit-Sekundarionen- 
Massenspektrometrie (TOF-SIMS), die hier erstmals fur die 
Analytik sekundarer Pflanzenstoffe eingesetzt wurde, war in 
Einklang rnit den postulierten S t rukt~ren[~] .  Im Negativ-Ionen- 
Modus zeigten sich fur 1 und 2, neben den jeweiligen Quasimo- 
Iekulionen [M - HI- bei m/z 755 bzw. 739, Fragment-Ionen bei 
m/z 301 bzw. 285, entsprechend dem jeweiligen [Aglyconl--Ion, 
als Basissignale. Weitere wichtige Strukturinformationen wur- 
den rnit Elektrospray(ES)-MS- und MS/MS-Untersuchungen 
nach kollisionsinduzierter Dissoziation der protonierten Mole- 
kulionen in einem Tripelquadrupol-Massenspektrometer erhal- 
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