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BEITRAGE ZUR BIOGENESE ATHERISCHER OLE
ZUSAMMENSETZUNG ZWEIER ATHERISCHER OLE VON
MENTHA PULEGIUM L*
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Zusammenfassung—Die qualitative und quantitative Zusammensetzung der 4therischen Ole von zwei Mentha
pulegium L. Formen wurde untersucht, die sich charakteristisch in der Menthon- und iso-Menthon Fraktion
unterscheiden. Mit neo- bzw. neoiso-Menthol treten die Alkohole mit axial angeordneter Hydroxylgruppe
in den Olen auf. In der iso- bzw. isoiso-Pulegonfraktion konnte (—)-isoiso-Pulegon nachgewiesen werden,
das aus stereochemischen Griinden zu erwarten war. Unter Einbeziehung stereochemischer Aspekte werden
mogliche biogenetische Umwandlungsreaktionen nach dem Reitsema Schema diskutiert. Ontogenetische
Faktoren modifizieren nur die quantitative, nicht aber qualitative Olzusammensetzung. Ein EinfluB der Um-
weltfaktoren (Licht, Temperatur, Feuchtigkeit) auf die qualitative Olkomposition, unabhingig von der
ontogenetischen Variabilitit, konnte nicht festgestellt werden.

b\\ Abstract—The qualitative and quantitative composition of the essential oils from two forms of Mentha

pulegium, which differ characteristically in the menthone-, and iso-menthone fraction, were investigated. The
oils contain neo-, and neoiso-menthol both of which are menthols with axially orientated hydroxyl groups.
(—)-Isoiso-pulegone was demonstrated in the iso-, and isoiso-pulegone fraction, as expected for stereochemical
reasons. The stereochemical aspects and the sequence of biogenetic reactions as suggested in the Reitsema-
scheme are discussed. The ontogenetic factors seem to modify the quantitative, but not the qualitative, oil
composition. The influence of environmental factors, such as light, temperature and humidity, on the qualita-
tive oil composition has not been determined.

EINLEITUNG
Mentha pulegium L. (=Pulegium vulgare Miller) ist der einzige in Europa vorkommende Ver-
treter des Mentha-Subgenus Pulegium (Miller) Lam. et DC.!~* Er unterscheidet sich von den
iibrigen Vertretern der Gattung Mentha besonders dadurch, daB er kaum mit anderen
Mentha-Arten kreuzbar ist; Murray* erreichte z.B. nur in einem einzigen Fall ein positives
Ergebnis.

Untersuchungen iiber die Zusammensetzung des itherischen Ols von M. pulegium wurden
mit klassischen Methoden insbesondere von Naves® durchgefiihrt. Er fand dabei 2.T. groBe
Unterschiede in der Olkomposition, die auf Umweltfaktoren bzw. ontogenetische Einfliisse
zuriickgefiihrt wurden. Neuere, auf chromatographischem Wege durchgefiihrte Analysen
stammen von.®~'° Quantitative Untersuchungen iiber die Olkomposition im Zusammenhang

* Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft.
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1988 - - - F. W. HEFENDEHL

mit eindeutigen qualitativen Analysen wurden von Handa et al.” sowie von Fujita und Fujita!®
durchgefiihrt. Die Ergebnisse beider Arbeitsgruppen differieren stark (Menthon z.B. 0,4-1,7
zu 26,4%). )

ZIELSETZUNG DER ARBEIT

Im Rahmen unserer biogenetischen Untersuchungen an Olen verschiedener Menthaarten
erschien uns das Ol von M. pulegium aus folgendem Grunde interessant: Reitsema® stellte
vor mehr als lo Jahren ein Schema auf, in dem er alle damals bekannten oxygenierten
Komponenten von Menthatlen sequenzartig biogenetisch ordnete. Endstufen waren unter
anderen die Menthole. Dieses Schema wurde inzwischen mehrfach variiert, blieb aber in
den Grundziigen weitgehend unwidersprochen (Lit. s.b.!''). Dem gegeniiber steht eine
grundsitzlich andere Uberlegung,'? nach der die einzelnen Komponenten eines Ols durch
eine parallele Bildung der Einzelkomponenten entstehen. Bei Giiltigkeit des Sequenzsche-
mas ist das Pulegiumd! in sofern biogenetisch interessant, als das Vorkommen des “End-
gliedes” Menthol z.T. verneint wird. Weiter gelang es uns im Rahmen eines Screening-Testes
eine M. pulegium Pflanze zu selektionieren, die in bezug auf die Olzusammensetzung verin-
dert ist. Sie wird in der Folge als Oleum Pulegium C.R. (=Chemische Rasse) bezeichnet.

Da die vorliegenden Analysenergebnisse fiir unsere Arbeiten nicht ausreichten, mufte fiir
beide Ole eine detaillierte Inhaltsstoff-Analyse durchgefiihrt werden. Dabei standen folgende
Fragen im Vordergrund:

(1) LaBt sich das Reitsema-Schema bestitigen ?
(2) Erlaubt die unterschiedliche Olzusammensetzung unserer Testpflanzen Riickschliisse
auf biogenetische Zusammenhinge ?

ERGEBNISSE
Analyse des dtherischen Ols von M. pulegium Normal und M. pulegium C.R.

Das durch Wasser-Wasserdampf-Destillation aus frischem bzw. getrocknetem Pflanzen-
material (Ausbeute: 0,25-0,32% bezogen auf Blatt-Frischgewicht) gewonnene dtherische O1
wurde durch Sdulenchromatographie an desaktiviertem Kieselgel in Kohlenwasserstoffe
und oxygenierte Verbindungen vorgetrennt. Diese Fraktionen wurden durch priparative
Gaschromatographie (GC) an Polyithylenglykol-Siulen in Einzelverbindungen aufgetrennt,
und der Erfolg dieser Trennung auf analytischen Sdulen (Polyithylenglykol, Apiezon L,
Zuckeracetathexaisobutyrat, QF-1 und B, B’ Oxidipropionitril) getestet. Bei fast allen
Fraktionen muBte eine Nachreinigung angestellt werden. AuBerdem erfolgte eine Uber-
wachung durch gekoppelte GC-DC in verschiedenen FlieBmitteln.

Zur Identifizierung der auf diesem Wege gereinigten Einzelverbindungen wurden die in
Tabelle 1 aufgefiithrten Stoffkonstanten herangezogen. Weiter erfoigten auf mindestens 3
verschieden polaren Trennfliissigkeiten entsprechende Additionsanalysen. Da im Bereich
der Monoterpen-Kohlenwasserstoffe bereits sehr viele Untersuchungen an Mentha-Olen
vorliegen, wurde hier die Identifizierung z.T. nur durch Additionsanalysen bzw. GC gekop-
pelt mit DC durchgefiihrt. Auf eine Wiedergabe der Riickhaltewerte kann verzichtet wer-
den, da diese in der Literatur vorliegen.

11 F W, HerenDEHL, E. W. UNDERHILL und E. vON RUDLOFF, Phytochem. 6, 823 (1967).
12 M. voN ScHANTZ und R. NORRI, Scient, Pharmac. 36, 187 (1968).
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Erlduterungen zur Tabelle 1

Die Substanzen 10 und 12a zeigen im i.r.-Spektrum Absorptionsbanden bei 1710 cm™!
bzw. 1720 cm™!; sie firben sich auf der DC-Platte mit 2-4 Dinitrophenylhydrazin gelb an.
Es kann daher das Vorliegen einer Keto-Gruppe erwartet werden. Die bisher in M. pulegium
Olen identifizierten 1-Methylcyclohexanon, 3-Methylcyclohexanon und Octanon-3 konnten
durch Additionsanalysen ausgeschlossen werden, fiir ungesittigte Verbindungen wie
1-Methylcyclohexen-1-on-3 fehlt die typische i.r.-Bande fiir die C=C Doppelbindung. Da
aus Substanzmangel die Herstellung entsprechender Derivate nicht moglich war, bleibt die
Identitiit dieser Verbindungen offen. Die in sehr geringen Mengen auftretenden Kohlen-
wasserstoffe 6, 14, 15, 18, 19b, 22b und 24a wurden nicht weiter untersucht. Das i.r.-
Spektrum des Kohlenwasserstoffes 23 zeigte keine Ahnlichkeit mit den in der Literatur ver-
Sffentlichten Werten.

Das i.r.-Spektrum der Substanz 25 zeigt ausgeprigte OH— bzw. C=0 Banden (3440
cm™! bzw. 1705 cm™!) sowie eine C=C Valenzschwingung bei 1670 cm™. Da diese Substanz
bei der SC an Kieselgel angereichert wird, ist damit zu rechnen, daB sie nicht genuin im Ol
auftritt.

Die in Tabelle 1 angegebenen relativen Gewichtsprozente bis zur 2. Stelle nach dem
Komma sagen nichts iiber die Genauigkeit der quantitativen Methode aus. Diese “Genauig-
keit” wurde nur gewihlt, um die in sehr geringen Mengen vorkommenden Verbindungen
zahlenmiBig ausdriicken zu kdnnen. '

Die quantitative Bestimmung der im Ol vorkommenden Alkohole erfolgte nach
Ausscheidung mit Methoxalsdureanhydrid und anschlieBender Regenerierung der Alkohole.
Es konnte in Testversuchen ermittelt werden, daB Abscheidungs-bzw. Regenerierungse
reaktionen praktisch quantitativ ohne Isomerisierungsreaktionen verlaufen. Die Angab-
der Drehungswerte ergibt bei den meisten Verbindungen keine absolut giiltigen Werte, da
meist in sehr verdiinnten Lésungen gearbeitet werden mubBte.

DISKUSSION

Die Besprechung der gewonnenen Ergebnisse unter dem Gesichtspunkt ihrer Biogenese
ist durch folgende Tatsachen erschwert: 1. Es ist nicht definitiv geklért, ob die Einzelkom-
ponenten eines Ols sequenzartig auseinander gebildet werden oder parallel entsteben. 2. Es
besteht keine Klarheit dariiber, ob die Terpene echte Exkrete darstellen oder weiter metabo-
lisiert werden.

Zur Frage der moglichen sequenzartigen Bildung liegen eine Reihe von Befunden vor, die
das Schema von Reitsema unterstiitzen.!!-13=!5 Auch Analysen mit zellfreien Ektrakten!®
von M. piperita sprechen fiir diese These, obwohl hier mit Gesamtextrakten von Pflanzen,
nicht aber mit Fermenten aus den eigentlichen Olbildungsriumen gearbeitet wurde, so daB8
mdoglicherweise Reaktionsverschiebungen durch Vereinigung verschiedener Gewebe bzw.
Zellkompartimente auftreten konnen.!” Eigene Versuche, Fermente in den Olabscheidungs-
rdumen histochemisch nachzuweisen, verliefen bisher negativ.'$

13 F, W. HEFENDEHL, Planta 62, 321 (1964).

14 F, W. HEFENDEHL, Planta Med. 14, 66 (1966).

15 F, W. HEFENDEHL, Planta Med. 15, 121 (1967).

16 J BATTAILE, A. J. Bursort und W. D. Loomss, Phytochem. 7, 1159 (1968).
17 F. W. HEFENDEHL, .Z. Pflanzenphysiol. 60, 370 (1969).

18 F, W. HerenDEHL, unverdffentlicht.
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Die Frage einer moglichen Metabolisierung steht mit diesen Problemen im Zusammen-
hang, da auch hierbei entsprechende Fermente im (oder am?) bereits ausgeschiedenen Ol
feststellbar sein sollten. Allein vom Vorkommen der Verbindungen sind bei M. pulegium
alle Bedingungen fiir die Giiltigkeit des Reitsema Schemas erfiillt.

Beide von uns bearbeiteten M. pulegium Ole sind durch einen hohen Gehalt an (+)-
Pulegon charakterisiert. Dagegen ergeben sich im Bereich der stérker hydrierten, oxygenier-
ten Monoterpene Unterschiede. Wihrend das Ol C.R. praktisch ausschlieBlich (+)-Iso-
menthon enthilt, kommt beim Normaldl liberwiegend (—)-Menthon vor. Bereits in
frilheren Untersuchungen an M. piperita Olen konnten wir durch die Bestimmung der

CH,
”//;,H
/ (-)-Piperiton \/\‘
H;C \\\\H = H H \\\\\CHJ H \\\\\CH 3
///, ’///,, H “ly |/
L-(+)-iso-Menthon L-(—)-Menthon p-(+)-Menthon D-(=)-iso-Menthon
\ HCoH
(+)-Pulegon

ABB. 3. MOGLICHE BIOGENETISCHE BEZIEHUNGEN YON MONOTERPEN-KETONEN.

absoluten Mengen der beiden Menthon-Isomeren im Verlauf der Ontogenese!? bzw. durch
einen Vergleich von spezifischen Radioaktivititen'! wahrscheinlich machen, daB Isomenthon
nicht das Produkt einer “‘chemischen” Isomerierung von (—)-Menthon sein kann, die in der
Pflanze oder bei den angewendeten Isolierungsverfahren oder Analysenmethoden erfolgt.
Dies wird von Shimizu und Ikeda?® bei Untersuchungen an Mentha Hybriden bestitigt.

Es erschien uns sinnvoll, stereochemische Aspekte in die biogenetischen Betrachtungen
mit einzubeziehen (s. Abb. 3). Dabei sollen mégliche Isomerisierungserscheinungen, insbe-
sondere auch enzymatischer Art, nicht beriicksichtigt werden.

19 F, W. HEFENDEHL, unverffentlicht,
20§ Suvizu und N. IKEDA, J. Agri. Chem. Soc. Japan 36, 907 (1962).
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Die enzymatische Hydrierung von (+)-Pulegon kann zu (+)-iso-Menthon und (-)-
Menthon fiihren, wihrend aus (—)-Piperiton (+)-iso-Menthon und (+)-Menthon entstehen
kann. (+)-Menthon kommt in den von uns getesteten Olen nicht in nennenswerten Mengen
vor. Da nach Interpretation des Cottoneffektes?!~23 (+)-iso-Menthon zumindest vorwiegend.
in einer Konformation mit axialer Isopropylgruppe und dquatorialer Methylgruppe vorliegt,
miiBte fiir das aus (—)-Piperiton gebildete (+)-iso-Menthon ein Umspringen in die ent-
sprechende Sesselform gefordert werden, wenn man voraussetzt, daB bei (—)-Piperiton die
Isopropylgruppe eine dquatoriale Lage einnimmt (Bezeichnung dquatorial in Anlehnung an
den Cyclohexan-Ring).

Dabei wird der Wasserstoff beim (+)-Pulegon von der Vorderseite des Molekiils in die
axiale Stellung zur Synthese des (—)-Menthons eingefiihrt, wihrend (+)-iso-Menthon sowohl
aus (—)-Piperiton als auch (+)-Pulegon durch eine Einfiihrung des Wasserstoffs von der
Riickseite, in dquatoriale Lage, gebildet werden kann.

Es erscheint bei der groBen Spezifitit der Enzyme im Terpenbereich unwahrscheinlich,
daB die exocyclische Doppelbindung des (+)-Pulegons mit Hilfe eines Enzyms sowohl von der
Vorderseite als auch Riickseite hydriert werden kann. Unter diesen Aspekten kann man
annehmen, daB beim 01 C.R. die Funktion des Enzyms, das den Wasserstoff von vorne in
axiale Stellung einfiihrt, geblockt ist. Unentschieden bleibt, ob vielleicht (—)-Piperiton hier
die alleinige Vorstufe ist. Eigene radiochemische Untersuchungen an M. piperita Olen!!
lassen eine Beteiligung sowohl von (—)-Piperiton als auch (4-)-Pulegon erwarten.

(-)-Iso-Pulegon und (+)-isoiso-Pulegon konnten, nach stereochemischen Gesichts-
punkten ebenfalls an der Synthese des (+)-iso-Menthons und des (—)-Menthons beteiligt
sein. Wichtig ist, daB die Annahme von Ohloff ef al.?? iiber das Vorkommen von (+)-isoiso-
Pulegon und (—)-iso-Pulegon durch unsere Analysen bestitigt werden konnte. Die in der
Regel angegebene positive Drehung fiir iso-Pulegon (s.b. 22) scheint auf eine Verunreinigung
des (—)-iso-Pulegons durch (+)-isoiso-Pulegon zuriickfithrbar zu sein. Die beobachtete
Riickisomerisierung?? von (+)-isoiso-Pulegon in Pulegon (199, Pulegonanteil) bei der GC
lieB sich durch Einsatz nicht zu hidufig verwendeter Polyithylenglykol-bzw. QF-1-Sdulen
fast vollstindig vermeiden.

Folgende Menthole konnten bestimmt werden: Im Ol C.R. tritt (+)-neoiso-Menthol in
Mengen iiber 5 9/ auf, wihrend (+)-neo-Menthol, (—)-Menthol und iso-Menthol nur in Spuren
zu finden sind. Im Normaldl herrscht (4-)-neo-Menthol vor, neben (+)-neoiso-Menthol und
Spuren von (—)-Menthol und iso-Menthol. Im 01 C.R. kommt also von den beiden in groBeren
Mengen zuerwartenden (+)-iso-Mentholund (+)-neoiso-Menthol der energetisch ungiinstigere
Alkohol mit einer axial angeordneten OH-Gruppe vor. Entsprechendes gilt fiir das Normalél,
wo nur die beiden Isomeren mit axialer OH-Gruppe, also (+)-neo-Menthol und (+)-neoiso-
Menthol in gréBeren Mengen auftreten, wobei einmal der Wasserstoff von vorne, einmal von
hinten an das Menthon-bzw. iso-Menthonmolekiil herangebracht werden muBl. Allerdings
werden diese Diskussionen durch die Tatsacheerschwert, daB fiir die Menthole mit axialer OH-
Gruppe auch Konfomere mit dquatorialer Stellung der OH-Gruppe diskutiert werden,24-26
Es sei erwihnt, daB (+)-iso-Menthon mit axialer Isopropylgruppe und fiquatorialer Methyl-

2} C, DierasSI, Optical Rotatory Dispersion, p. 105, McGraw-Hill, New York (1960).

22 G, OHLOFF, J. OsiEck1 und C. DIerAsSI, Chem. Ber. 95, 1400 (1962).

23 P, CRABBE, Optical Rotatory Dispersion and Circular Dichroism in Organic Chemistry, p. 716, Holden-Day,
San Francisco (1965).

24 E. L. ELieL, Experientia 9, 91 (1953).

25 §, MiGNAT und F. PORSCH, Pfefferminzile und Menthol, p. 75, Dragoco Holzminden.

26 M. HANACK, Conformation Theory, p. 130, Academic Press, New York (1965).
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gruppe ohne Umklappen der Sesselform in ein neoiso-Menthol Konfomeres mit dquatorial
gelagerter Hydroxylgruppe iibergehen muB.

ErwartungsgemiB tritt im Ol C.R. als verestertes Menthol lediglich (+)-neoiso-
Menthylacetat auf. Uberraschend ist dagegen, daB auch im Normaldl als einziger Ester der
des (+)-neoiso-Menthols gefunden werden konnte. Sieht man einmal von den in geringen
Mengen in beiden Olen vorkommenden Mentholen mit dquatorialer Hydroxylgruppe ab, so
beschrinkt sich das Problem auf die beiden Menthole mit axialer Hydroxylgruppe. Wie
schon diskutiert (s.b. 25, 26), liegt die relative Veresterungsgeschwindigkeit des neoiso-
‘Menthols erheblich hoher als die des neo-Menthols, was mit einer Konformationsinderung
des neoiso-Menthols (dquatoriale Lage der OH-Gruppe bzw. Zwischenform) erklirt wird.
Es wire hiernach anzunehmen, daB neo-Menthol, wie nach verschiedenen Untersuchungen
zu erwarten (s.b. 26) ausschlieBlich mit axial gelagerter OH-Gruppe vorliegt, fiir die kein
veresterndes Enzymsystem vorliegt.

Um die enzymatischen Reaktionen niher zu beleuchten, versuchten wir Reduktionen
bzw. Oxydationen in der D- und L-Menthon- bzw. Mentholreihe mit folgenden Fermenten
durchzufiihren: 1. Leber ADH, 2. Hefe ADH, 3. Erbsen ADH?? und 4. Fermente aus
M. piperita®® (NADH bzw. NADPH als Kofermente). Alle Versuche verliefen negativ.

Die Aussagen von Bronovitskaya,?® daB sowohl Hefe ADH, Weizen ADH als auch Fer-
mente aus M, piperita auf Menthol einwirken, konnten nicht bestitigt werden. Auch nach
Zusatz von Polyclar AT zu den zu verarbeitenden M. piperita Blittern?:>® waren keine
positiven Aussagen zu erhalten. Die negativen Ergebnisse der Versuche mit Leber- bzw.
Hefe-ADH waren nach den Ergebnissen von Robertson und Hussain®! (weit. Lit. s. dort)
zuerwarten. Hiernach muB3 das Cyclohexanon-Molekiil in Hinsicht auf die Oberfléiche des
Enzyms so gelagert sein, daBl die C==0O Gruppe in das Enzym hineinragt. Dies ist bei den
Menthonen und Mentholen nicht moéglich. Man muss also offensichtlich mit anderen
Systemen rechnen. Eine Moglichkeit ist die direkte Hydroxylierung eines Kohlenwasser-
stoffes, z.B. Limonen.!!

Ontogenetische Variabilitit der Olzusammensetzung

Die Versuche wurden in Klimakammern mit Normalprogramm (s. experiment. Teil)
durchgefiihrt. Wie schon bei anderen Pflanzen der Familie der Labiaten beobachtet
(s. z.B. 32-34), beeinfluBt das Alter der untersuchten Pflanzenteile sehr stark die Olzusammen-
setzung. Diese Verschiebungen sollen hier nicht im Einzelnen diskutiert werden. Als Gesamt-
tendenz ergibt sich,'* daB in élteren Pflanzenteilen die stirker hydrierten Verbindungen
(und veresterten Substanzen) auf Kosten der stirker ungesittigten Olbestandteile zunehmen.
Wie bei M. piperita®? ist der relative Anteil des Limonens in jungen Pflanzenteilen wesentlich
hoher als in dlteren. Iso- und isoiso-Pulegon trefen, relativ gesehen, in gréBeren Mengen nur
im jungen Gewebe auf, ebenso wie Piperitenon.

27Y. Suzuki1, Phytochem. §, 761 (1966).

28 Z. S. BRONOVITSKAYA, Dokl. Akad. Nauk SSSR 111, 155 (1956).

22 W. D. Loowmis und J. BATTAILE, Phytochem. S, 423 (1966).

30 J. W. ANDERSON, Phytochem. 7, 1973 (1968).

317, S. RoBeERTSON und M. HussAIN, Biockem. J. 113, 57 (1969).

32 F. W. HerFenDEHL, Planta Med. 10, 241 (1962).

33 E. voN RubLorr und F. W. HEFENDEHL, Can. J. Chem. 44, 2015 (1966).
3¢ F. W. HEFENDEHL, Arch. Pharmaz. im Druck. )
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Mentha pulegium Pflanzen anderer Provenienz

Neben den von uns eingehend getesteten M. pulegium Pflanzen wurden folgende
Herkiinfle getestet:* 1. M. pulegium—Oregon U.S.A.; 2. M. pulegium—Wisconsin U.S.A.;
31 1 shnelt in seiner qualitativen und quantitativen Zusammensetzung sehr stark unserem
Normalél (s. Tabelle 1), O1 2 erinnert in seiner Zusammensetzung stark an unser 01 C.R.
(Tabelle 1). In beiden Olen fehlen die Menthole véllig.

Umweltbedingte Variabilitit der Olzusammensetzung

Naves (s.z.B., 5 weitere Lit. s. dort) berichtete in einer Reihe von Arbeiten iiber den
EinfluB von Umweltfaktoren, Erntezeit usw. auf die Olzusammensetzung von in Spanien,
Portugal und Marokko angebauten M. pulegium Pflanzen. Trotz der Tatsache, daB} es sehr
schwer ist, die Umweltfaktoren von rein ontogenetischen Einfliissen zu trennen, geben unsere
Versuche keinen Anhaltspunkt dafiir, daB Licht und Feuchtigkeit einen EinfluB auf die Olzu-

sammensetzung ausiiben.

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

Pflanzenmaterial und Olisolierung

Die Pflanzen wurden auf dem Versuchsgeldnde des Pharmakognostischen Institutes kultiviert und vege-
tativ vermehrt; die Versuche zur Beeinflussung der Olkomposition durch Ontogenese-Zeitpunkt bzw. Um-
weltfaktoren wurden in Klimakammern in Vermiculite-Kulturen (Hoagland-Nihrlosung modifiziert nach
den Frkenntnissen von Crane und Steward?®) durchgefiihrt., Unter Normalbedingungen galt fiir die Klima-
kammern folgendes Programm: 30 min 15,000 Ix; 17 Stunden 30,000 Ix; 30'min 15,000 Ix (relative Luftfeuch-
tigkeit 55%); 6 Stunden Dunkelheit (relative Luftfeuchtigkeit 65%). Die Olisolierung erfolgte durch
Wasser-Wasserdampf-Destillation.3?

Séulenchromatographie

Die Vortrennung des Ols erfolgte an mit Polyithylenglykol 4000 desaktiviertem Kieselgel (0,2-0,5 mm) mit
Hexan bzw. Methanol.?¢:37 Verhiltnis Kieselgel-Ol-Hexan (MeOH) = 35 g:1 ml:150 ml (300 mi). Unter
diesen Bedingungen erscheint das Menthofuran fast quantitativ in der Hexan-Fraktion.

Diinnschicht-Chromatographie

Adsorbens: Kieselgel G-HR reinst Merck; Schichtdicke 0,25 mm. FlieBmittel: 1. Benzol-Athylacetat
95: 5 (fiir oxygenierte Verbindungen); 2. Hexan (Entwicklung bei —20° fiir Kohlenwasserstoffe). Detektions-
mittel: 1. Vanillin-Schwefelsdure; 2. 2-4-Dinitrophenylhydrazin (Herstellungsvorschriften nach.?®

Gas-Chromatographie

GC Acrograph 1520, Firma Varian MAT mit WLD (priparative Arbeiten) und FID (analytische Arbeiten).
GC 5754 A, Firma Hewlett-Packard mit WLD und FID. Siulenléinge 3 m, Durchmesser 3 mm bei analyti-
schen Arbeiten, 6 mm bei priparativen Bedingungen. Beladung des Trigers (Chromosorb W, DMCS-behan-
delt 60-80 mesh) bei analytischen Séulen 69, oder 129, bei praparativen Arbeiten 20%;,. Die verwendeten
Siulen (SS-Stahl) wurden intensiv mit heier Detergenslosung, anschlieBend mit Chloroform, Methanol und
Aceton gespiilt. Zur Beseitigung von katalytischen Restaktivititen an der Saulenwandung wurden die
Sidulen mit einer 2% Losung von Polyéthylenglykol 4000 in Methylenchlorid gespiilt und anschlieBend mit
wenig Methylenchlorid nachgewaschen.

Der Injektor wurde so modifiziert, daB der Verdampfungsvorgang in einem Glassystem erfolgte.

Verwendete Trennphasen: Polyithylenglykol 4000 Merck; Apiezon L (Associated Electrical Ind.);
DC-200 (Applied Science Lab.); QF-1 (Varian MAT); SAIB (Varian MAT); Hyprose SP 80 (Varian MAT);
B.B’Oxydipropionitril (Varian MAT).

* Ich danke Herrn Dr. M. J. Murray, A. M. Todd Comp. Kalamazoo, USA, fiir die freundliche Uber-
lassung dieses Pflanzenmaterials.
35 F, A. CRanE und F. C. STEWARD, Memoir 379 der Cornell University Agricultural Experiment Station,
New York State College of Agriculture, p. 63, Ithaca, New York (1962).
36 B, KucLER und E. sz. Kovats, Helv. Chim. Acta 46, 1480 (1963).
37 F, W, HEFENDEHL, Arch. Pharmaz. 300, 438 (1967).
38 B, STAHL, Diinnschichtchromatographie, Springer Verlag, Berlin (1962).
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Quantitative Auswertung der Gaschromatogramme

Die Bestimmung der Peakflichen erfolgte mit einem Digital-Integrator Mod. 477 der Firma Varian MAT.
Die relativen Substanzwerte wurden nach dem Prinzip der internen Normierung errechnet,*® nachdem die
Flichenwerte entsprechend dem Molekulargewicht bzw. dem Molekiilaufbau der Verbindungen korrigiert
wurden,*®

GC gekoppelt mit DC bzw. U.V.

Nihere Arbeitsbedingungen s.b.3? Verwendete U.V.-Gerite: 1. Spektralphotometer PMQ-2, Firma Carl
Zeiss; 2. Spektralphotometer Modell DB-Beckman.

Lr. Analysen

Verwendetes Gerit: Lr.-Gitter-Spektrophotometer Modell 257, Firma Perkin—Elmer. Die Substanzen
wurden als Film vermessen (AgCl-Platten ; KBr-Platten; Reflektionsplatten, Gerit MIR-15, GC-LR. Analyser
Firma Wilks).

Isolierung der gc getrennten Substanzen

Alle Einzelkomponenten wurden in Kapillarglasréhrchen (—70°) nach ihrem Austritt aus dem Gaschro-
matographen kondensiert.

Optische Drehunig

Die Bestimmung der optischen Drehung erfolgte mit einem Polarimeter der Firma Schmidt & Haensch in
0,5 dm Rohren (Volumen = etwa 0,1 ml) in absolutem AtOH.

Ausscheidungs- und Regenerationsanalysen

(a) Alkohole. 0,5 ml atherisches Ol wird mit 15 ml Methoxalsidureanhydridiosung (4% in Benzol) und
0,15 ml Pyridin 30 min bei Raumtemperatur und anschlieBend 30 min bei +4° stehengelassen. Die abgetrennte
Benzolphase wird nach griindlichem Waschen mit H,O und Trocknen (Na,SO,) im Vakuum eingeengt und
der Riickstand 3 Stunden am Riickflufl mit 10 ml Aceton und 0,5 ml Tridthylamin unter Zusatz von 2 ml H,O
gekocht. Die Mischung wird im Vakuum eingeengt und einer Wasserdampfdestillation unterworfen
(RiickfluBsystem, wie bei der Oldestillation). Der wissrige Kolbenriickstand wird mit 3 m] NaOH 20% und
20 mi Ather versetzt und unter Umschiitteln 3 Stunden stehengelassen. Die Atherphase wird abgelassen, die
wiissrige Phase noch 2 mal mit 20 m] Ather extrahiert und die vereinigten Atherfraktionen nach dem Trocknen
im Vakuum eingeengt.

(b) Die Bearbeitung der Ketone und Ester erfolgte auf dem tiblichen Wege*! mit Semicarbazid bzw. 0,5 N
alkoholischer KOH.

3% E. BAYER, Gaschromatographie, Springer Verlag, Berlin (1959).
4 R. G. ACKMAN, J. Gaschromatog. 2, 173 (1964).
4t B, GILDEMEISTER und FR. HOFFMANN, Die Atherischen Ole, Bd. 1I, Akademie Verlag, Berlin (1960).
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