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The use of Eluchrom (Camag, Berlin) for quantitative isolation of lichen substances separated
by thin layer chromatography is described. For this method only small quantities of a lichen thallus
are needed (less than 0.5 g) to yield sufficient amounts of pure compounds submittable to chemical
and spectroscopical identification. In the case of Nephroma cellulosum 0.15 g of the lichen thallus
proved to be sufficient to identify 3 main compounds of lichen substances. Microhydrolysis, EI-
masspectroscopy, FD-masspectroscopy and UV/VIS-spectroscopy of the isolated compounds confirm-
ed the presence of perlatolic acid, stenosporic acid, glomelliferic acid and zeorin.

In vielen Féllen stellt sich fiir den Chemotaxono-
men die Frage nach einer moglichst materialschonen-
den Analysemethode sekunddrer Stoffwechselpro-
dukte. Handelt es sich um Flechten, die ein ein-
faches Stoffspektrum aufweisen, z. B. hochstens zwei
Inhaltsstoffe, die sich in ihren physikalischen und
chemischen Eigenschaften deutlich unterscheiden, ist
die ,Flechtenmassenspektroskopie eine geeignete
Methode [1]. Hierfiir reichen meistens 50 ng zer-
kleinertes Thallusgewebe aus [1]. Bei komplizier-
teren Stoffspektren (drei und mehr chemisch und
physikalisch sehr &hnliche Stoffe) versagt diese
Methode als alleiniges Verfahren, weil die erhalte-
nen Massenspektren nicht interpretierbar sind. Hier
muf} zunéchst eine Trennung des Vollextrakts in
die einzenen Komponenten erfolgen.

Grundsitzlich ist eine solche Trennung auf diinn-
schichtchromatographischer Grundlage moglich, doch
es bleibt das Problem der Identifizierung von Sub-
stanzen, die sich aufgrund ihres Fliefverhaltens in
verschiedenen Fliefmitteln und ihrer Detektion
durch geeignete Entwicklungsverfahren nicht sicher
bereits bekannten Substanzen zuordnen lassen. Ab-
gesehen von den variierenden Parametern kann die
DC kein Ersatz fiir die chemisch-physikalische Iden-
tifizierung einer Verbindung sein.

Unter der Voraussetzung, daf} die jeweils aufge-
trennte  Einzelkomponente chemisch unverindert
und mit maximaler Ausbeute aus der Tragerschicht
extrahierbar ist, bietet die DC jedoch die Moglich-
keit, aus sehr wenig Thallusmaterial (z.B. 0,15 g)
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die einzelnen Substanzen eines Inhaltsstoffgemisches
als Reinsubstanzen zu isolieren und diese durch ver-
schiedene Verfahren (UV/VIS-Spektroskopie, EI-

und FD-Massenspektroskopie) zu identifizieren.

Methode

0,15 g mechanisch zerkleinertes Thallusgewebe
werden a) erschopfend mit Aceton im Soxhlet-Ex-
traktor, b) durch Beschallung der Aceton-Gewebe-
Suspension mit 20 kHz (Branson Sonifier) 10 min
bei —10 °C extrahiert. Beide Extrakte werden nach
der Methode von Culberson [2] chromatographiert.
Die Auftrennung erfolgt auf mit Kieselgel 60pas
beschichteten ~Glasplatten oder Aluminiumfolien
(20 x 20 cm). Schichtdicke: 0,25 mm; FlieBmittel:
System C (200 ml Toluol, 30 ml Eisessig). Anlage
des Chromatogramms siehe Abb. 1. Auftragsmenge:
140 ul Extrakt. / Position: Eine Verlingerung der
Trennstrecke gegeniiber der standardisierten Me-
thode [2] erweist sich fiir eine bessere Trennung
der Substanzen als zweckmillig. Bei auftretender
Schwanzbildung wird 3mal aufsteigend chromato-
graphiert. Nach Trocknen detektiert man die ge-
trennten Komponenten im UV-Licht bei 254 nm
und bei 366 nm und auf Teilchro-
matogramm 6, das von den tibrigen durch einen
»Graben® getrennt ist (s. Abb. 1) die Neutralstoffe
(z.B. Triterpene) durch Besprithen mit 10-prozen-
tiger H,SO, und anschlieBendes Erhitzen. Bei Ver-
wendung von Aluminiumfolien kann Teilchromato-
gramm 6 vor der Entwicklung abgeschnitten wer-
den. Zur Beseitigung grofler Flielmittelriickstande
trocknet man die Chromatogramme ca. 2 h im Luft-
strom.
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] Abb. 1. Chromatogramm zur Isolierung der
Flechtenstoffe A. und B.; S: Startlinie, SF:
4 FlieBmittelfront. Teilchromatogramm 6 wird zur
cm Detektierung von T (Triterpen) mit H,S0,
(10prozentig) entwickelt.
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Zur Elution der aufgetrennten Substanzen werden
um die markierten Positionen ringférmige Grében
ausgefrdst und sogenannte Elutionskopfe aufgesetzt
(s. Abb. 1). Nichtgewiinschte Komponentenflecken
werden mechanisch durch vorsichtiges Abkratzen
entfernt. Pro Substanzfleck eluiert man mit 0,5 ml
Methanol (0,5 ml/30 min)[Gerit: Eluchrom (Camag,
Berlin) ] und zieht das Eluens am Rotationsver-
dampfer schonend ab. Mehrmaliges Umkristallisie-
ren aus Aceton liefert die Reinsubstanz (Kontrolle
durch Rechromatographie). Zur Identifizierung
werden herangezogen: 1. die Mikrohydrolyse in
konz. H,SO, [2], 2. spektralphotometrische Mes-
sungen im UV/VIS-Bereich (Gerat: Zeiss DMR 10)
und 3. die Massenspektroskopie [Elektronenstof3-
methode /EI-MS/ (Gerit: Varian CH 7) und Feld-
desorptionsmethode /FD-MS/ (Gerdt: Varian MAT
711)].

Ergebnisse

Die Eignung der beschriebenen Methode wird am
Beispiel der Inhaltsstoffanalyse von Nephroma cel-
lulosum (Sm.) Arch.* demonstriert. Der Unter-

* Die untersuchte Aufsammlung von Nephroma cellulo-

sum ist nicht mit dem Typusexemplar dieser Flechte ver-
glichen worden.

suchung liegen mehrere Proben einer Aufsammlung
von Nephroma cellulosum aus Chile zugrunde (Pro-
vinz Malleco, Parque National de Contulmo, wech-
selgriiner siidchilenischer Wald zw. 300 —400m
i.M. auf Nothofagus obliqua; 1973 leg. A. Henssen
et al. Nr. 24269c), die im Marburger Krypto-
gamenherbar (MB) aufbewahrt werden.
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Abb. 2. Chromatogramm der Inhaltsstoffe von Nephroma
cellulosum (Trennstrecke: 10 cm; FlieBmittel: 200 ml To-
luol, 30 ml Eisessig).

Im Diinnschichtchromatogramm (Laufstrecke 10
cm) trennt sich das Gemisch der Inhaltsstoffe von
Nephroma cellulosum in neun Komponenten auf (s.
Abb. 2). Zur Identifizierung wurden die 3 Haupt-
komponenten des Gemisches (1 —3) ausgewahlt.
Komponente 1 zeigt im UV/VIS-Bereich das fiir
Depside typische Absorptionsspektrum (s. Abb.
3 a). Es besitzt Maxima bei 210, 267,5 und 304 nm,
Minima bei 243 und 286 nm. Im EI-Massenspek-
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trum treten folgende Fragmente auf (s. Abb.6a):

a) mlel94 C;,H,;s0, f) m/e151 CgH,0,
b) m/e220 Ci3H,;s0; g) m/e180 C;;H,;,0,
¢) mfe221 C3H;O; h) m/el166 C,,H,,0,
d) m/e124 C,HZ0, i) mf/e192 C;;H;,0,4
e) m/e138 CgH;0, j) m/e193 C;;H;0,.
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Die Fragmente a) — g) machen das Vorkommen von
Perlatolinsdure wahrscheinlich, wahrend die Frag-
mente h) — j) nicht zuzuordnen sind. Ein Molmassen-
peak von Komponente 1 ist mittels der EI-MS auch
bei Variation der Verdampfungstemperatur (185
°C, 200 °C, 240 °C) nicht zuginglich. Die FD-MS
ergibt jedoch zwei Molpeaks und zwar bei m/e 416
und m/e 444. Dal} der Molpeak bei m/e 416 nicht
aus der Fragmentierung der Komponente mit der
Molmasse 444 resultiert, erhellt daraus, dafl bei
verschiedenen Feldstarken Peak m/e 416 und Peak
mfe 444 abwechselnd mit der relativen Intensitit
(rel. Int.) von 100% auftreten. Komponente 1 ist
daher nicht einheitlich, sondern stellt ein Gemisch
zweier Substanzen dar. Der Molpeak bei m/e 444
ist der Perlatolinsdure zuzuordnen (C,;H;,0;), der
bei m/e 416 vermutlich der Stenosporsiure
(Cy3H,40;), ein Befund, der auch mit den Fragmen-
ten h) —j) im Einklang stinde. Die Fragmente

<

Abb. 3 a. UV/VIS-Absorptionsspektrum der Komponente 1
des Substanzgemisches von Nephroma cellulosum (in abs.
Athanol; Konz.: ca. 0,1 mg/ml) ;

b. UV/VIS-Absorptionsspektrum von Komponente 2
abs. Athanol; Konz.: ca. 0,1 mg/ml).
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Komponente 1
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Abb. 4. Ergebnis der sauren Hydrolyse von Komponente 1 (la. 1b) im Vergleich zu den Referenzsubstanzen Perlatolin-
siaure (aus Cladonia impexa Harm. isoliert) und Divaricatsdaure (aus Evernia divaricta (L.) Ach. isoliert).
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d) — g) sind eventuell beiden Komponenten gemein-
sam. Auch die Hydrolyseprodukte der sauren Hy-
drolyse von Komponente 1 stiitzen die massenspek-
troskopischen Ergebnisse (s. Abb. 4). Zugleich wird
im Diinnschichtchromatogramm durch Verldngerung
der Trennstrecke die Uneinheitlichkeit von Kompo-
nente 1 bewiesen (s. Abb. 5).
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Abb. 5 a. Chromatogramm wie in Abb.2. b. Chromatogramm
nach Verlingerung der Trennstrecke auf 16 cm; Kompo-
nente 1 trennt in 1 a und 1b auf.

Komponente 2 besitzt wie Komponente la und
1b ebenfalls deutlichen Depsidcharakter. Das Ab-
sorptionsspektrum im UV/VIS-Bereich (s. Abb. 3 b)
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zeigt Maxima bei 212, 265 und 304 nm sowie zu-
sétzlich bei 243 nm, Minima beobachtet man bei 240
und 250 nm, aullerdem bei 284 nm. Das EI-Massen-
spektrum liefert 7 Fragmente (s. Abb. 6b):

a) m/e235 C3H 50, e) m/el50 CgHgO4
b) mfe234 C{3H,,0, f) m/el135 C;H;0,
c) m[e206 C,H,,0; g) m/el24 C,HgO,.
d) m/e164 CyHiO,

Die spektralphotometrischen und massenspektrosko-
pischen Daten von Komponente 2 sind identisch mit
denen der Glomellifersdaure (Renner, Gerstner, un-
verdffentlicht). Im Einklang mit diesen Befunden
steht das Ergebnis der sauren Hydrolyse (s.
Abb. 7).

Bei Komponente 3, einem Neutralstoff, sprechen
Verhalten bei der chromatographischen Trennung
und Massenspektrum [5] fir die Verbindung
Zeorin. Charakteristisch sind der Molmassenpeak
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Abb. 6a. EI-Massenspektrum von
Komponente 1 aus Nephroma cel-
lulosum ;

b. EI-Massenspektrum von Kompo-
nent 2.
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Glomellifersdure

Komponente

Nz —HS0s

Abb. 7. Ergebnis der sauren Hydrolyse von Komponente 2
im Vergleich zur Referenzsubstanz Glomellifersidure (aus
Parmelia loxodes Nyl. syn. Parmelia glomellifera Nyl.) [3,
4] extrahiert.

bei m/e 444 und die folgenden Fragmente (s. auch

Markierungen in Abb. 8) :

a) mfed26 d) m/e190 g) mfe 149
b) mfe 207 e) mfe189 b mfe 135
c) m/e191 f) m/el61 i) mlel21.

An der Identifizierung weiterer Inhaltsstoffe von
Nephroma cellulosum wird zur Zeit gearbeitet. Als
Komponente 4 konnte inzwischen ein gelbes Pig-
ment mit Depsidcharakter isoliert werden.

Diskussion

Die beschriebene Methode erlaubt es, an relativ
kleinen Thallusproben von Flechten Inhaltsstoff-
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Elution mit dem Eluchrom direkt von der DC-
Platte isoliert werden. Die Trennung des Stoffgemi-
sches ist damit einfach und nahezu verlustfrei durch-
fihrbar. Bei Substanzen, deren Trennung in dem
jeweils verwendeten Fliefimittel (z.B. 200 ml To-
luol/30 ml Eisessig) nur unbefriedigend verliuft,
mull durch Variation des Fliefmittels sowie der
Trennschicht oder Trennschichtunterlage (z.B. Kie-
selgel 60 auf Glasplatten, Aluminiumfolien oder
HPTCL-Platten) der zur Isolierung notwendige Rp-
Wertunterschied erreicht werden.

Bei den Operationen, die zur Reinsubstanz fiih-
ren, muf} mit Sicherheit eine chemische Verdnderung
der zu isolierenden Substanz ausgeschlossen wer-
den. Es empfiehlt sich daher, bereits den Vollextrakt
auf verschiedene Weise herzustellen. Wir wahlten
die Extraktion mit Aceton im Soxhlet-Extraktor
und mit Ultraschall. Letzteres Verfahren wurde
unter dem Aspekt einer schonenden Alternative
durchgefiihrt, schonend deshalb, weil hier die bei
hohen Temperaturen moglichen Fragmentationen
und Reaktionen der Fragmente mit dem Fliemittel
auszuschlieflen sind. Im Falle von Nephroma cellulo-
sum fihrten jedoch beide Extraktionsverfahren zu
denselben Ergebnissen, die Extraktion im Soxhlet
verursachte keine chemischen Verdnderungen der
Inhaltsstoffe.

Eine magliche Derivatisierung der isolierten
Flechtenstoffe durch Bestandteile des Fliefmittels
konnten wir in unseren Experimenten ausschliefen.
Sie tritt vor allem dann ein, wenn man Flechten-
stoffe isoliert, die in mehreren FlieBmitteln unter-

analysen durchzufiithren. Die einzelnen Komponen- schiedlicher Zusammensetzung chromatographiert
ten eines komplexen Stoffgemisches konnen durch  wurden.
El=MS y
100-%rel.Int. 185°C
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1404 Y " Abb. 8a. Chromatogramm wie
in Abb. 2; b. EI-Massenspek-
30 trum von Komponente 3 (=Zeo-
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Die Grenze der hier beschriebenen Methode zur
Identifizierung von Flechtenstoffen ist erreicht, wenn
man eine isolierte Substanz nicht allein durch EI-,
FD-Massenspektroskopie, ~ UV/VIS-Spektroskopie
sowie saurer Hydrolyse und Methylierung mit Diazo-
methan (CH,N,) charakterisieren und beschreiben
kann. Fiir weitere chemische Derivatisierungen und
NMR-spektroskopische Untersuchungen sind die
diinnschichtchromatographisch  isolierten Mengen
eines unbekannten Flechtenstoffes auch bei hoher
Ausbeute zu gering. Inhaltsstoffe, die nur in sehr
niedriger Konzentration im untersuchten Flechten-
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thallus enthalten sind, konnen unter den beschriebe-
nen Bedingungen gar nicht erfalit werden.
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