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(B.R_D.) 
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Angeregt durch Untersuchungen iiber die Farbstoffbildung bei Peniophora 
sanguinea suchten wir nach einem DC-System, das exakter als die bisher iiblichen 
Standard-DC-Systemerg eine Identitiierung der wichtigsten mittelpolaren bis lipo- 
philen Boletales-Pigmente ermbglichen sollte. Zu diesen Pigmenten zfhlen die Pulvin- 
sauren, die PulvinsZurelactone, die Pentenone und die Grevilline. Erprobt wurde das 
erarbeitete DC-System mit synthetisierten’ oder isolierten’” Reinsubstanzen und mit 
Extrakten aus Mycel-Fhissigkulturen von Leccinum aurantiacum sowie mit Extrakten 
aus FruchtkZirpem frisch gesammelter Exemplare von Leccinum aurantiacum bzw. 
von Suillus grevillei. 

MATERIAL UND METHODEN 

Versuchsorganismen 
Leccinum aurantiacum (Bull. ex Fr.) SF. Gray Kultur CBS 125.50, Nr. 641 

Baam, kultiviert in Fhissigrnedium3; r_-Tyrosin ersetzt durch gleiche Menge an L- 
Phenylalanin; Dauer 110 Tage. 

Leccinum aurantiacum, frisch gesammelte Fmchtkiirper. 
Suillus grerillei, frisch gesammelte Fruchtkiirper. 

Extraktionen 
Die frischen FruchtkSrper bzw. die am Rotationsverdampfer bei 30” einge- 

dickten Kulturen’ wurden mit einer Mischung aus AthanoI-HCI (99:l) im Mixer 
extrahiert. Dieser Extrakt wurde am Rotationsverdampfer fast zur Trockne einge- 
dampft und zur DC in Essigsaure-lithylester aufgenommen. 

DC-Adsorbens 
Als Schicht wurden Kieselgelfertigplatten mit Fluoreszenzindikator (Nr. 

l PulvinsZure, 4-Hydroxy-Pulvins&ure, 4’-Hydroxy-PuIvins&we, 4,4’-Dihydroxy-Pulvins5ure 
(Atromentins&re), 3,4-3’,4’-Tetrahydroxy-Pulvins2ul-e (Variegatskre), Pulvins%u-elacton, 4-Hy- 
droxy-PulvinsZurelktocton. 

l * Gymcyanid aus Gyroporw cyanescens. 
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Rl 

. PULViNShREN 
2-B.: 1 Pulvins&reIR, +=R&= HI 

2 &Hydroxy-pulvinsiure (Rt=OH: 

R2=R3+= H) 

3 L’-Hydroxy-pulvinsPure (R3=OH; 

R,=~$=RL’ HI 

PULVlNS&JRE- LACTONE 
z.B.: 6 Pulvinskrelacton (R =H 1 

7 &Hydroxy-pulvinsZurelacton 

(R=OH) 

R1 

R2 

GREVILLINE 
2-B.: 10 Grevillin-A (Rl=R3=OH; 

R2=I$+= HI 

11 Grevillin-B (Rl=R2=R3= OH; 

R4=RS=H) 

PENTENONE 
Z-B-: 8 Gyroporin (R,=R2=R3=OH) 

9 Gyrocyanin ( Rl=R2= OH; 

R3=Hl 

12 Grevillin-C (Rl=R2=R3=RL=OH; 

R5= HI 

13 Grevillin-D (RI =R2=R4=RqOH; 

R3= HI 

5715; Fa. Merck, Darmstadt, B.R.D.) verwendet. Die Entwicklung erfolgte auf- 
steigend in fiblichen DC-Trijgen. 

Laufmirtel 1 

n-Pentan-Chlorofo~-Di~thyl~ther-Essigs~~re~thylester-Methanol-Ameisen- 
slure (2:2:5.5:3:1 :l); 2, Aceton; 3, n-Pentan-Chloroform-DiathyiZther-Ameisen- 
ssiure (4:20:45:3); 4, Cyclohexan-Aceton (7:l). 

Durchfiihrung der DC 
Urn such kleine Farbstoffmengen nachweisen zu k&men, wurde der Extrakt 

strichfdrmig 2 cm fiber dem unteren Plattenrand aufgetragen (Fig. 1). Der Abstand 
xum linken Plattenrand betrug 1 cm, der zum rechten M. 3 cm (bewirkt Verhingernng 
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Fig. 1. Schematisches Vorgehen bei dem beschriebenen DC-System. 

Fig. 2. DC der Einzelsubstanzen. Die Zahl-Angaben der DC-Flecke entsprechen den Formel-Zahlen. 

der Lau%trecke fir Laufmittel4). Nach erfolgter bandenfdrmiger Auftrennung mit 
Laufmittel 1 wurden die Platten mit einem Fiin trockengeblasen. Als zweites “Lauf- 
mittel” wurde Aceton zwischengeschaltet. Dies erfolgte wiederholt, bis eine einheit- 
lithe Startlinie 1 cm vom linken Plattenrand entstanden war. Auf dieser sind zwar in 
der Lage einheitlich, aber in der Zusammensetzung (bedingt durch die 1. Auftrennung) 
nach Polaritat gegliedert, die einzelnen Substanzen bzw. Substanzgruppen des ur- 
spriinglichen Extraktes nebeneinander angeordnet. Die Entwickhmg mit dem Lauf- / 
n&e1 3 erfolgte entgegen der Aceton-Schiebrichtung. Die letzte Auftrennung erfolgte 
mit Laufmitte14 entgegeven der 1. Laufrichtung. Es wurden dabei die lipophilen, bis 

~ 
1 

jetzt nur an der Laufmittelfront liegenden, Komponenten getrennt. 

Identifzierung der SZO@ 
Eigenfairbung: Fluoreszenzl&$hung bei UV (254 MI); Fluoreszenz bei UV 

(366 nm); Farbreaktion nach Bespriihen mit konz. H,SO, oder nach Bedampfen mit 
konz. N& oder nach Neutralisatiod und nachfolgender Oxidation mit NaHCO,- 
K,Fe(CN&. Ftibungen u-a. mit H,SP,: Gyroporin4 = blaugriin, Grevillinez = lila; 
mit NaHC03-KsFe(cN)6: Gyrocyan& = blau. 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION I 

Pulvinstiuren 
Bei der DC-Auswertung von Vertretem der Pulvinszuregruppe (Reinsub- 

stanzen) wurde festgestellt, dass nach Beendigung der Auftrennung mit Laufmittel 3 
die symmetrisch aubstituierten Pulvin%urcn (Variegatsaure, Atromentinszure, Pul- 
vinsiiure) in Absttiden gleicher Grijssenordmmg auf einer Geraden lagen. Die 
asymmetrisch substituierten Pulvinssiuren (4-Hydroxy-Pulvi&iure und 4’-Hydroxy- 
Puldure) waren nicht direkt ‘in obigc Polarititsgerade e‘inzubrdnen, woraus sich 



NOTES 235 

folgem liess, dass ibr DC-Verhalten nicht ausschliesslich von der Zahl der Hydroxy- 
Gruppen, sondem such VOQ deren Lage und der daraus resukierenden unterscbied- 
lichen Beeinflussung der freien Carboxylgruppe abhiingt. D~Q Beweis fiir diese Ver- 
mutung liefe& das DC-System (s. Fig. 2). Die RrVerschiebung von Pulvinskre zu 
Atromentins’aiure kann dementsprechend dargestellt werden durch die Summe der 
beiden Efkkte, die zum einen durch die CHydroxy-Gruppe und zum andem durch 
die 4’-Hydroxy-Gruppe verursacht werden. 

d i :i * - _._.. - _... L$ .^ _. 

a b 

Fig. 3. DC van ~ccinum-aurnntic~-often. (a) Huthaut; (b) Stielrinde; (c) ll&Tage Fliissig- 
kultur. Die Zahl-An&en der DC-F!ecke entsprechen den Fom~el-I&l&n (Stoffe 1 his 13) bm. den 
Angahem hn Text (Stoffe 14 bis 16). 
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Puisinhiureiactone 
.Die verwendeten PulvinsZurelactone (4-Hydroxy-Pulvins5urelacton und Pul- 

vinslurelacton) ivaren so stark lipophil, dass sic erst mit Laufmitte14 getrennt wurden 

(s. Fig. 2). 

Pentenone 
Gyrocyanin wurde als Isolat verwendet (s. Fig. 2), wlhrend von Gyroporin 

ein Leccimrm aurantiacum-Kulturextrakt zur Lokalisierung diente (Fig. 3~). Dieser 
sollte zugleich eine Beststigung der Pulvinsgureergebnisse liefem, da neben Gyroporin 
such AtromentinsZure4 in Agarkulturen von Leccinum aurantiacum nachgewiesen 
wurde. Bei der Analyse der FruchtkSrper-Extrakte (getrennt nach Huthaut, Hut- 
kiirper, Stielksrper und Stieliinde) wurden im Stiel (Fig. 3b) beide Pentenone neben- 
einander nachgewiesen, wobei im Stielkiirper wenig vom Gyrocyanin (Stoff 9) ge- 
fbnden wurde, es in der Stielrinde aber in sehr hoher Konzentration vorlag. Gyro- 
cyanin wurde in keinem weiteren Teilextrakt gefunden, wghrend Gyroporin (Stoff 8) 
iiberall in rccht hoher Konzentration vorhanden war. AtromentinsZure wurde (im 
Gegensatz zu Kulturextrakten) in Fruchtkijrperextrakten nicht gefunden. Die Hut- 
fZrbung dieses Pilzes ist offensichtlich auf ein lipophiles, rotes Pigment (Stoff 16) zu- 
riickz&ihren, das ausschliesslich im Extrakt der Huthaut nachgewiescn werden 
konnte (Fig. 3a). 

Grevilline 
Neben dem bei Leccimrm aurantiacum bisher noch nicht nachgewiesenen Gyro- 

cyanin (im Fruchtkiirperstiel) konnten im Kulturextrakt dieses P&es weitere sechs 

a ‘_ 

Fig. 4. DC des FruchtkGperextrakt von SuZus gredei (a) nach der dritten Laufrichtung, und (b) 
nach der vierten Laufrichtung. Die Zahl-Angaben der DC-Flecke entsprechen den Formel-Zahlen 
6toffe I bis 13) bzw. den Angaben im Text (Stoffe I4 his 16)). 
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Substanzen (Stoffe 10-15) neu nachgewiesen werden, die beim Besprtihen mit konz. 
H2S0, eine fiir Grevilline typische Ma-Vefirbung zeigten. Zwei davon (Stoffe 14 
und 15) konnten such in Fruchtkiirperextrakten von Leccinum azzrantiacum gefunden 
werden. 

Zur nlheren Charakterisierung all dieser Stoffe wurden Extrakte von frisch 
gesammelten Fruchtkiirpem von Szdlzzs grevillei chromatographiert (Fig_ 4a, b)_ 
Durch Polarit%- und Konzentrationsvergleich mit bekannten Datenz konnten die 
Stoffe 10, 11 und 12 als die Grevilline A, B und C identifiziert werden. Daneben 
wurden in den Extrakten von Suifhs grevillei (Fruchtkiirper) ebenfalls die Stoffe 14 
und 15 gefunden. Nach dem DC-Laufverhalten konnte es sich urn ein mono- (Stoff 14) 
und ein nicht-hydroxy-substituiertes Grevillin (Stoff 15) handeln. Bei dem sechsten 
Stoff dieser Farbreaktion (Stoff 13 ; nur in Kulturextrakten von Leccinum aurzxztiacuhz), 
der polarer als alIe anderen ist, handelt es sich mtiglicherweise urn Grevillin D (Lit.6). 

Insgesamt zeigten die verschiedenen Untersuchungen die gute Trennleistung 
des neu erarbeiteten DC-Systems. 
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