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From cultures of Hygrophoropsis aurantiaca in addition to variegatic acid (1), methyl variegate
(2) and variegatorubin (5), three new derivatives of pulvinic acid have been isolated. They were
identified as 3-O-methylvariegatic acid (3), its methyl ester 4 and 3-O-methylvariegatorubin (6)
by means of spectroscopy and comparison with synthetic samples.

1971 stellten Bresinsky und Bachmann [2] fest,
dal der Falsche Pfifferling, Hygrophoropsis auran-
tiaca, in Mycelkulturen Variegatsdure (1) und weitere
Pulvinsduren bildet. Dieser Befund stiitzt die Ein-
gliederung des Pilzes in die Ordnung Boletales.
Edwards [3] konnte kiirzlich aus Fruchtkérpern
von H. aurantiaca neben 1 Variegatsiure-methyl-
ester (2) isolieren, ein bisher als Naturstoff noch
nicht nachgewiesenes Pulvinsdurederivat. Im Zusam-
menhang mit Biosynthesestudien haben wir die
Farbstoffbildung in Fliissigkulturen unter Zusatz
von Fichtenspéinen untersucht und dabei einige neue
Verbindungen isoliert, iiber deren Konstitutions-
ermittlung berichtet wird.

Die Extraktion des Néhrmediums mit Aceton
und iibliche Aufarbeitung lieferte ein Rohgemisch,
in dem dinnschichtchromatographisch im wesent-
lichen vier gelbe und zwei rote Farbstoffe nach-
zuweisen sind. Die Auftrennung der Verbindungen
gelang durch Sdulenchromatographie an Sephadex
LH 20 und priparative DC. Dabei erwiesen sich
drei Verbindungen als bekannt: Variegatsiure (1)
[2, 4], Variegatsaure-methylester (2) [3, 4] und
Variegatorubin (5) [5].

Sonderdruckanforderungen an Prof. Dr. A. Bresinsky, Lehr-
stuhl Botanik II, Fachbereich Biologie der Universitit Re-
gensburg, Universitdtsstr. 31, D-8400 Regensburg oder Prof.
Dr. W. Steglich, Institut fiir Organische Chemie und Bio-
chemie der Universitit Bonn, Gerhard-Domagk-Strale 1.
D-5300 Bonn 1.

Eine im DC oberhalb der Variegatsiure laufende
gelbe Verbindung 3 ist nach dem Massenspektrum (m/e

1 H H 5 H H

2 H CH, 6 CH, H

3 CH;, H 7 Ac Ac

4 CH, CH, 8 CH, Ac
368=M*—-H,0) und dem !H-NMR-Spektrum

(Tab.1) ein Monomethylether von 1. Die Verbindung
zeigt im MS neben der fiir 3,4-dihydroxylierte
Pulvinsduren typischen Fragmentierungssequenz
177— 149 — 121 [6] eine um 14 ME hochere
Reihe, woraus folgt, dall eine der phenolischen
OH-Gruppen verethert sein mufl. Da 3 durch
K;[Fe(CN)g] nicht in ein blaues Hydroxychinon-
methid-Anion tberfiihrbar ist [6, 7] und mit
Cu/H,0,/AcOH ein dem Variegatorubin (5) ent-
sprechendes rotes Oxidationsprodukt 6 bildet [7],
befindet sich die Etherfunktion im Ring A. Ver-
suche, die Lage der Methoxygruppe aus den chemi-
schen Verschiebungen von 3 bzw. dessen Triacetyl-
lacton 9 zu bestimmen [7], erwiesen sich als zu

DO

Lizenz.

Zum 01.01.2015 ist eine Anpassung der Lizenzbedingungen (Entfall der
Creative Commons Lizenzbedingung ,Keine Bearbeitung*) beabsichtigt,
um eine Nachnutzung auch im Rahmen zukiinftiger wissenschaftlicher

Nutzungsformen zu erméglichen.

Dieses Werk wurde im Jahr 2013 vom Verlag Zeitschrift fiir Naturforschung
in Zusammenarbeit mit der Max-Planck-Gesellschaft zur Férderung der

) Wissenschaften e.V. digitalisiert und unter folgender Lizenz veréffentlicht:
Creative Commons Namensnennung-Keine Bearbeitung 3.0 Deutschland

This work has been digitalized and published in 2013 by Verlag Zeitschrift
flir Naturforschung in cooperation with the Max Planck Society for the
Advancement of Science under a Creative Commons Attribution-NoDerivs
3.0 Germany License.

On 01.01.2015 it is planned to change the License Conditions (the removal
of the Creative Commons License condition “no derivative works”). This is
to allow reuse in the area of future scientific usage.



H. Besl, A. Bresinsky, L. Kopanski und W. Steglich - Pilzpigmente, XXXV

821

Tab. I. 'H-NMR-Spektren einiger Variegatsiurederivate: 3 in [Dg]Aceton, 7—13 in CDCly; TMS als innerer Standard, -

Werte in ppm).

2-H 5-H 6-H 2’-H 5-H 6-H CH;0 Ac OH

3 7,84 (a) 6,91 (b) 7,72 (c) 6,94 (a) 6,91 (b) 6,78 (c) 3,87 — —

7 8,08 (a) 7,31 (d) 8,15 (e) 7,76 (f) 7,18 (f) — — 2,30, 2,32, 2,34[12H] 12,50

8 7,91 (g) 7,15 (h) 7,86 (g) 7,78 (f) 7,20 (f) — 3,92 2,33, 2,34[9H] 12,44

9 7,69 (a) 7,19 (i) 7,69 (k) 7,93 (g) 7,38 (1) 7,99 (g) 3,93 2,31, 2,33[9H] —

10 7,76 (a) 7,07 (i) 7,95 (k) 7,89 (g) 7,35 (1) 7,95 (g) 3,91 2.32,.2,34,2,35 -
11 7,70 (a) 7,19 (i) 7,70 (k) 7,70 (a) 7,19 (i) 7,70 (k) 3,94 2.37 -

12 7,75 (a) 7,06 (i) 7,93 (k) 7,75 (a) 7,06 (i) 7,93 (k) 3,89 2,34 —

13 7,91 (g) 7,37 (1) 7,97 (g) 7,91 (g) 7,37 (1) 797 (g) — 2,32, 2,34 —

(a): d, J=2Hz; (b): J=8,5; (c): dd, J;=8,5, J,=2; (d) : X-Teil eines ABX-Systems, z. T. von CDCl;-Signal iiberdeckt;
(e): dd, J;=8, J,=2; (f):s; (g: m; (h):d, J=8; (I): d, J=9; (k): dd, J;=9, J,=2; (I): d, J=9, mit Feinaufspal-
tung.

unsicher, so dafl die Zuordnung durch Synthese
der beiden moglichen Triacetyllactone 9 und 10
entschieden wurde.

Rt R? R3? R*
9 CH; Ac Ac Ac
10 Ac CH; Ac Ac
11 CH; Ac CH; Ac
12 Ac CH; Ac CH,
13 Ac Ac Ac Ac

Die Synthese erfolgte in Anlehnung an Asano
und Kameda [8] ausgehend von 4-Benzyloxy-3-
methoxybenzylcyanid bzw. 3-Benzyloxy-4-methoxy-
benzylcyanid. Kondensation mit Oxalsdurediethyl-
ester ergab die Ketipinsdurederivate 14 bzw. 15,

RO CN OH OH CN R!
) 11 5
R% C=C—C=C OR

Rt R?

14 CH, CeH;CH,
15 CgH,CH, CH,

die durch Erhitzen mit HBr/Eisessig in ein Gemisch
von 1 mit den entsprechenden Mono- und Dimethyl-
ethern tberfiihrt wurde. Die chromatographische
Auftrennung an Sephadex LH 20 und anschlieBen-
des Behandeln mit Acetanhydrid lieferte die Perace-
tyllactone 9 und 11 bzw. 10 und 12. Synthetisches
9 stimmte im H-NMR- (Tab. I) und IR-Spektrum

(Abb. 1) sowie in allen sonstigen Eigenschaften mit
dem aus der natiirlichen Verbindung erhaltenen
Derivat iiberein, so daBl fiir 3 die Konstitution
einer 3-O-Methylvariegatsdure bewiesen wird.

Die zweite rote Komponente aus der Pilzkultur
erwies sich als identisch mit dem durch H,0,-Oxi-
dation von 3 erhaltenen Rubin, so daBl hier
3-0O-Methylvariegatorubin (6) vorliegt. Mit Acetan-
hydrid wird die Verbindung in ein rotes Triacetat
8 uibergefiihrt.

Die noch verbleibende gelbe Verbindung ist nach
den spekiroskopischen Daten 3-O-Methylvariegat-
siure-methylester (4). Er liefert bei der sauren
Verseifung die Saure 3, die als Triacetyllacton 9
charakterisiert wurde.

Methylether von Hydroxypulvinsduren sind bis-
her noch nicht aus Hoheren Pilzen isoliert worden.
Thre Bildung durch H. aurantiaca kénnte in Zusam-
menhang mit dem Vorhandensein von Fichtenholz
im Nahrmedium stehen [9]. Interessanterweise
konnte Fukuzumi [10] aus Fichtenholz-Lignin ent-
haltenden Nihrmedien, die durch Poria subacida
zersetzt worden waren, 4-Hydroxy-3-methoxybrenz-
traubensdure isolieren — einen potentiellen bio-
synthetischen Vorlaufer von 3. Andererseits wurden
3-Methylether bisher nur im Falle des 3-O-Methyl-
dopas in Hoheren Pilzen gefunden [11]. Eine
para-Methyltransferase wurde von Towers [12] bei
Lentinus lepideus beschrieben. Es ist noch unge-
klart, ob das frither [2] auf Grund chromatogra-
phischer Daten postulierte Vorkommen von Atro-
mentin- und Xerocomsdure moglicherweise auf das
Fehlen einer Ligninquelle im Néhrmedium zuriick-
zufiihren ist.
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Wellenzaht [em™]

Experimenteller Teil

UV-Spektren: Beckman Modell 25. — IR-Spek-
tren: Pye Unicam SP 1100 (Intensitdtsangaben in
Klammern: sst=sehr stark, st=stark, m = mittel,
w=schwach, sh=Schulter). — Massenspektren:
AEI MS-50 mit Datenverarbeitung (70eV), AEI
MS-9 und MS-30. NMR-Spektren: Bruker WH 90.
— Schmelzpunkte (unkorrigiert) : Reichert Schmelz-
punktmikroskop. — Diinnschichtchromatographie:
Kieselgel-Fertigplatten 60 F,;, (Fa. Merck,
Darmstadt) ; Laufmittel Benzol/HCO,Et/HCO,H
(10:5:3 Vol.); Sdulenchromatographie: Sephadex
LH 20, Fa. Pharmacia, Uppsala, Schweden, und
Polyamid SC 6-AC, Fa. Macherey, Nagel & Co.,

Diiren.

Kultur von Hygrophoropsis aurantiaca und
Isolierung der Farbstoffe

In 18 Fernbachkolben (je 1,81) wurden je 150 g
Fichtenspdne und 400ml Nahrlosung (Flussig-
medium Mb nach Moser [12]) gegeben. Nach
Sterilisieren im Autoklaven (20 min, 121 °C) und
Beimpfung mit vorkultiviertem Mycel von H. auran-
tiaca erfolgte die Ruhekultur bei Raumtemperatur
und normalem Hell-Dunkel-Wechsel iiber 3,5 Mo-
nate.

Zur Gewinnung der Pigmente verrithrte man den
Inhalt der Kulturgefdle mehrmals mit schwach an-
gesduertem Aceton (insgesamt 151) und dampfte
die abgetrennten Losungen am Rotationsverdampfer
auf ca. 21 ein. Mehrmaliges Ausschiitteln mit Essig-
ester und Eindampfen der getrockneten organischen
Phasen lieferte ein braunrotes Ol, das durch Siulen-
chromatographie an Sephadex LH 20 mit 70-proz.
Methanol im wesentlichen in eine gelbe und eine
rote Zone aufgetrennt werden konnte. Zur Fein-
auftrennung der gelben Fraktion wurde diese iiber
eine Sdule mit Polyamid SC 6-AC gegeben (Eluent:
Aceton/Ethanol/HCO,H [95:15:5 Vol.]). Die
dabei erhaltenen vier gelben Fraktionen wurden
durch mehrmalige Rechromatographie an acetylier-
tem Polyamid gereinigt (Eluent: Aceton).

3-0-Methylvariegatsiure-methylester (4): 2,53 g,
harziges, stark verunreinigtes Rohprodukt. Rechro-
matographie von 0,1 g an Sephadex LH 20 (Eluent:
Aceton/Methanol [4:1 Vol.]) fiihrte zur weitgehen-
den Abtrennung der harzigen Begleitstoffe. — DC:
Rr 0,50 (gelb) . — 'H-NMR ([D4] Aceton):

Abb. 1. IR-Spektrum von 3,4,4’-Triacetoxy-3’-methoxypulvin-
sdurelacton (9) (in KBr).
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0=3,84, 3,87 (jeweils s, 6 H); 6,83(d, J=8,5Hz,
5-H); 6,84 —-7,09(m, 2’-, 5-, 6-H); 7,73(dd,
J,=85, J,=2Hz, 6-H); 7,90(d, J=2Hz, 2-H).
— MS (Ionenquellentemp. 200 °C): M* m/e
400,0819 (13%, ber. fiir CoH,g0y 400,0795),
368 (73, C1oH,505), 312(15), 256(17).

Variegatsiure-methylester (2): 0,58 g; DC: R;
0,43 (gelb, mit K3[Fe(CN)4]/NaHCO; blau); durch
Vergleich mit authentischer Verbindung identifiziert
[3,4].

3-O-Methylvariegatsiure (3): 0,15g, orange-
braunes Pulver, Schmp. 270 — 271 °C (Zers.) ; DC:
Ry 0,34 (gelb). — UV-Spektrum (Hy0) : Ay, =383
(log €=3,94), 259 nm (4,24); (EtOH): 403
(3,93), 263nm (4,18). — IR (KBr): 3460 —
2400 (st —m), 1755(st), 1680(m), 1605 (sst),
1520 (st), 1470 —1440(st), 1425(st), 1365 (st),
1270 (sst), 1250 —1200(st), 1130(st), 1070(st),
1045(m), 1010(m), 905(m), 870(m), 825(m),
800(m), 775(m), 740cm~1(m). — MS (Ionen-
quellentemp. 250 °C): M*—H,0 mfe 368,0537
(100%, ber. fir C,yH;s04 368,0532), 342(12,
CisH140;), 340(4), 312(35), 284(3), 256(31,5),
241(1,5), 213(3), 191(4), 177(5), 163(27,
CyH,0;), 149(26), 135(26), 121(16).

Variegatsiure (1): 0,05g; DC: Ry 0,23 (gelb,
mit K;[Fe(CN)4]/NaHCO; blau) ; durch Vergleich
mit authentischer Verbindung und Uberfiihrung
in 13 identifiziert [4].

Die rote Fraktion (3,22 g, nach Rechromato-
graphie an Sephadex LH 20, Eluent: 70-proz.
Methanol) lief§ sich sdulenchromatographisch nur
schlecht weiter reinigen, so dafl von einem kleinen
Teil (100 mg) durch prédparative DC die beiden
Rubine gewonnen wurden.

Variegatorubin (5): 38 mg; DC: Ry 0,46 (rot);
durch Vergleich mit authentischer Verbindung iden-
tifiziert [5].

3-O-Methylvariegatorubin (6): 32 mg, braun-
violette Kristéllchen aus Acetonitril, Schmp. 262 —
265°C; DC: Ry 0,56 (rot). — UV-Spektrum
(EtOH und wenig HCI) : 4, =495 (log €= 3,80),
277nm (3.96). — IR (KBr): 3440 —3390(st),
1800(sh), 1780(st), 1725(st), 1700(sst), 1645
(sst), 1615 (sst), 1525(m), 1500 (sst), 1470(m),
1415(m), 1375(sst), 1305 (sst), 1255(sst), 1125
(sst), 1040(sst), 945(m), 865(m), 820(st), 790
(m), 695cm™ (m). — MS (Ionenquellentemp.

ber. fir

180°C): M* mfe 384,0480 (33%,
CyoH,50, 384,0481), 300(5), 254(10).

2.5-(4-Benzyloxy-3-methoxyphenyl)-3.4-
dioxoadiponitril (14) :

6,8 g 4-Benzyloxy-3-methoxybenzylcyanid [14]
wurden mit 2 g Oxalsaurediethylester in 13,6 ml
einer Natriumethylat-Losung (1,2g Na in 25ml
EtOH) 3h auf 90 °C erhitzt. Nach dem Abkiihlen
versetzte man mit 100 ml Wasser, filtrierte, schiit-
telte zweimal mit je 50ml Essigester aus und
sduerte die wilrige Phase nach Zugabe von 300 ml
Wasser mit Eisessig an. Der orangerote, voluminose
Niederschlag wurde abgesaugt und nacheinander
mit Wasser, Methanol und Ether gewaschen. Nach
Trocknen an der Olpumpe iiber P,0,, bei 50 °C
Ausbeute 5g (66,5%), Schmp. 233 —235 °C (un-
scharf unter Zers.). — UV-Spektrum (EtOH):
Zmax =359 (log ¢ =4,18), 268 nm (4,36).
C3,HysN,04 (560,6)

Ber. C 72,84 H 5,03 N 5,00
Gef. C 72,48 H 5,09 N 4,81

2.5-(3-Benzyloxy-4-methoxyphenyl)-3.4-
dioxoadiponitril (15)

Aus  3-Benzyloxy-4-methoxybenzylcyanid [15]
und Oxalsdurediethylester wie bei 14 beschrie-
ben. Ausbeute 67%, orangerotes Pulver, Schmp.
213 -215°C (Zers.). — UV-Spektrum (EtOH):
Amax =359 (log £€=4,22), 267 nm (4,39).

Cy4HagN,0, (560,6)
Ber. C 72,84 H 5,03 N 5,00
Gef. C 72,41 H 5,07 N 4,95

Verseifung von 14 und Darstellung der
Peracetyllactone 9, 11 und 13

1,4 g 14 wurden mit 30 ml Eisessig und 10 ml
48-proz. walliriger HBr 75 min am Riickflul} erhitzt.
Man verdiinnte mit Wasser auf 850 ml und setzte
bis zur schwach basischen Reaktion festes Natrium-
hydrogencarbonat zu. Nun wurde sofort zweimal
mit je 200ml Essigester ausgeschiittelt und die
wilrige Phase anschlieBend mit konz. HCl ange-
sduert. Man extrahierte erschopfend mit Essigester,
trocknete die organischen Phasen iiber Magnesium-
sulfat, dampite ein, nahm den Riickstand in wenig
Aceton/Methanol (4:1 Vol.) auf und chromato-
graphierte an Sephadex LH 20 mit den gleichen
Solventien. Die drei gelben Hauptfraktionen wurden
eingedampft und mit Acetanhydrid unter Zusatz
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eines Tropfens konz. H,SO, bei 80 °C acetyliert.
Die nach dem Abkiihlen ausgefallenen Produkte
wurden abgesaugt, gut mit Eisessig ausgekocht, mit
Ether gewaschen und getrocknet.

4.4’ - Diacetoxy - 3.3 - dimethoxypulvinsiurelacton
(11): 45,2 mg, leuchtend gelbe Nidelchen, Schmp.
267 — 269 °C (Zers.). — UV-Spektrum (Aceton):
Jmax =396 nm (log £¢=4,30). — IR (KBr): 1830
(sst), 1770(sst), 1665 (sst), 1515(st), 1365 (sst),
1260 (sst), 1205 (sst), 1140(sst), 830 cm™! (sst).
C24H;4044 (466,4)

Ber. C 61,81
Gef. C 61,87

H 3,89
H 3,69

3.4.4" - Triacetoxy - 3" - methoxypulvinsiurelacton
(9): 71 mg, leuchtend gelbe Nédelchen, Schmp. 247 —
248 °C. — UV-Spektrum (Aceton) : Ay, =386 nm
(log e=4,51). — IR (KBr, Abb. 1): 1830(sst),
1780(sst), 1770(sh), 1665 (sst), 1510(m), 1500
(m), 1410(m), 1365(sst), 1255(sst), 1200 (sst),
1190 (sst), 1120(sst), 1035(sh, m), 1020(m),
920(sh), 900(m), 880(w), 870(w), 855(w),
840(w), 810 cm™1 (sst).

C25H18011 (4‘94"4‘)
Ber. C 60,73 H 3,67
Gef. C 60,92 H 3,56

Das durch Acetylierung von natiirlichem 3 gewon-
nene Lacton 9 erwies sich nach Schmp., Mischschmp.,
UV, IR, *H-NMR und MS als identisch mit der
synthetischen Verbindung.

3.3".4.4' - Tetraacetoxypulvinsiurelacton ~ (13) :
85mg, Schmp. 280—281°C (Zers.), Lit. [4]
282 °C (Zers.).
Verseifung von 15 und Darstellung der
Peracetyllactone 10, 12 und 13

2,2g 15 wurden analog dem vorhergehenden
Beispiel mit 60ml Eisessig und 20ml konz.
48-proz. waliriger HBr 70 min am Riickflu} erhitzt.
Die Auftrennung, Reinigung und Acetylierung er-
folgte wie beschrieben.

3.3"- Diacetoxy - 4.4’ - dimethoxypulvinséurelacton

(12): 100 mg, leuchtend gelbe Kristalle, Schmp.
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279 —281 °C (Zers.). — UV-Spektrum (Aceton):
Jmax =413 nm (log €=4,47). — IR (KBr): 1830
(sst), 1770 (sst), 1670 (sst), 1610 (sst), 1515 (sst),
1370(sst), 1305(st), 1280(sst), 1260(sst), 1135
(sst), 830(sst), 620 cm™1 (sst).

CyH 304y (466,4)
Ber. C 61,81 H 3,89
Gef. C 61,59 H 3,98

3.3'.4 Triacetoxy - 4" - methoxypulvinsiurelacton
(10): 168 mg, leuchtend gelbe Kristalle, Schmp.
256 — 258 °C (Zers.). — UV-Spektrum (Aceton):
Amax =400nm (log e=4,41). — IR (KBr): 1830
(sst), 1785 (sst), 1665(sst), 1610(st), 1515(st),
1370 (sst), 1280(st), 1260(st), 1210 —1200(st),
1120(st), 1020(m), 875(st), 820 cm™1 (sst).

Cyo5H 5044 (494,4)
Ber. C 60,73 H 3,67
Gef. C 60,55 H 3,57

Uberfiihrung von 4 in das Peracetyllacton 9

100 mg leicht verunreinigtes 4 wurden in 10 ml
Eisessig mit 1ml konz. HCl 2h unter Riickflufl
gekocht (DC-Kontrolle). Nach dem Abkiihlen ver-
diinnte man mit 50 ml Wasser und extrahierte die
Séure 3 mit Essigester. Ausschiitteln der organi-
schen Phase mit NaHCO;-Lésung und Ansduern
der wélrigen Phase mit HCI lieferte nach Ausschiit-
teln mit Essigester und Eindampfen der getrock-
neten organischen Phase rohes 3, welches tuber
Sephadex LH20 gereinigt wurde (Eluent: Aceton/
Methanol [4:1 Vol.]). Das nach iiblicher Acety-
lierung erhaltene Peracetyllacton erwies sich nach
IR, MS und 'H-NMR als identisch mit der synthe-
tischen Verbindung 9.
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