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Abkiirzungen und Symbole

Abkiirzungen und Symbole

A
Ac-LupA
ABA
AbiA
Aq.
AKBA
AMD
AMG

ax

b

BA
BGBM
BV

c
CED
COX

d

)

A

d. Th.
DAD
DC

DDS
DhAbiA
4-DMAP

eq
FAME-GC-MS
FC

FID

Frkt.

GC
ges.

H,H-COSY
HMPA
HMBC
HMQC
HMQC-COSY
HPLC
HPTLC

HRMS
I1Cs0
ID

IE
IR

KBA

Bei der HPLC: Peakfldche; beim Ionenaustauscher: adsorbierte Sduren
3a—Acetyl-lup-20(29)ensdure

3-O-Acetyl-boswelliasdure (Acetyl-boswellic acid)

Abietinsédure (abietic acid)

Aquivalent(e)

3-O-Acetyl-11-keto-boswelliasdure (Acetyl-11-keto-boswellic acid)
Automatisierte Mehrfachentwicklung (automated multiple development)
Arzneimittelgesetz

axial

Bei NMR-Verschiebungen und IR-Banden: Verbreiterung des folgenden Signals
Boswelliasdure (boswellic acid)

Botanischer Garten und Botanisches Museum (Berlin-Dahlem)

Volumen des lonenaustauscherharzes (bed volume)

Konzentration [mg x ml™]
Chronisch-entziindliche Darmerkrankungen
Cyclooxygenase

Bei NMR-Signalen: Dublett

Verschiebung bei der NMR-Spektroskopie [ppm]
Wiérmezufuhr

der Theorie

Dioden-Array-Detektor
Diinnschichtchromatographie oder -chromatogramm
Wirkstofftrager (drug delivery system)
Dehydroabietinsdure (dehydroabietic acid)
4-Dimethylaminopyridin

dquatorial (equatorial)

Fettsduremethylester-GC-MS (fatty acid methyl ester GC-MS)
Flash-Chromatographie

Flammenionisationsdetektor

Fraktion(en)

Gas-Chromatographie
gesittigt

H,H-korrelierte Spektroskopie (H,H-correlated spectroscopy)
Hexamethylphosphorsauretriamid (hexamethylphosphoric acid triamide)
heteronuclear multiple bond correlation

heteronuclear multiple quantum coherence

heteronuclear multiple quantum coherence correlation spectroscopy
Hochleistungs-Fliissig-Chromatographie (high-performance liquid chromatography)
Hochleistungs-Diinnschichtchromatographie (high-performance thin layer
chromatography)

Hochaufgeloste Massenspektrometrie (high resolution mass spectrometry)

Fiir 50 %ige Hemmung eines Enzyms benoétigte Konzentration (inhibitory
concentration)

Innendurchmesser

lonenaustausch(er) (ion exchang(er))

Infrarot-Spektroskopie

11-Keto-boswelliasdure (I I-keto-boswellic acid)



Abkiirzungen und Symbole A%

LM

LMBG
5-LOX

Lsg.
3-OH-LupA

MS
MTBE

Ref.

-

TFA
THM

TIC
TLC
TMAA
TMAH
TMSH
TMSI
Tr.

w

Wellenldnge [nm]

Losungsmittel

Lebensmittel- und Bedarfsgegenstindegesetz
5-Lipoxygenase

Losung

3a-Hydroxy-lup-20(29)ensiure

Bei NMR-Signalen: Multiplett; bei IR-Banden: mittelstark
relative Molmasse [g x mol™]

Massenspektrometrie

tert.-Butyl-Methyl-ether

Beim lonenaustauscher: nicht-adsorbierte Sauren

N-Brom-succinimid

Nahrungsergdnzungsmittel

nicht bestimmt

nicht identifizierbar

Kernspinresonanz (nuclear magnetic resonance)
Kern-Overhauser-Effekt-Spektroskopie (nuclear overhauser effect spectroscopy)

DC unter Druck (oeverpressured layer chromatography)

Phospholipase
Pyridin

Bei NMR-Signalen: Quartett

Korrelationskoeffizient

Bestimmtheitsmal}

Retentionsfaktor bei der Diinnschicht-Chromatographie
Retentionszeit bei der HPLC [min]
Retro-Diels-Alder-Reaktion

Harzextrakt (,,Roh-Extrakt®)

Referenz

Saurefraktion aus dem Harzextrakt (,,Roh-Sauren)
Umkehrphase (reversed phase)

Raumtemperatur

Bei NMR-Signalen: Singulett; bei IR-Banden: stark
Stammlosung

Schmelzpunkt

Séulenvolumen/-volumina bei der Flash-Chromatographie

Bei NMR-Signalen: Triplett

Temperatur

Trifluoressigsédure (trifluoroacetic acid)

Thermisch unterstiitzte Hydrolyse und Methylierung (thermally assisted hydrolysis
and methylation)

Totalionenstrom (fotal ion current)
Diunnschicht-Chromatographie (thin layer chromatography)
Tetramethylammoniumacetat
Tetramethylammoniumhydroxid
Trimethylsulfoniumhydroxid

Trimethylsulfoniumiodid

Tropfen

Bei IR-Banden: schwach

Die Kurzbezeichnung der Harzproben werden tabellarisch in Kap. 3.1 (S. 28) sowie in An-
hang A ab S. 160 aufgeschliisselt.
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1.1 Pflanzliche Harze 1

1  Einleitung

1.1 Pflanzliche Harze

Pflanzliche Harze sind Produkte des sekundiren Stoffwechsels, d. h. sie dienen weder dem
Wachstum noch dem Energiestoffwechsel der Pflanze. Es handelt sich bei ihnen um Mi-
schungen mit dullerst unterschiedlicher Zusammensetzung und Eigenschaften.

Die Definition und Nomenklatur zu Harzen ist aus historischen Griinden und aufgrund der
Variationsbreite dieser Naturprodukte uneinheitlich. Sehr allgemein kann unter einem
natiirlichen Harz eine Mischung organischer Verbindungen von amorpher Form verstanden
werden, die in kaltem Zustand zdhfliissig bis glasartig fest ist, sich beim Erwérmen verfliis-
sigt, beim Erkalten ohne Kristallisation erstarrt und gegeniiber Witterung und chemischen
Einfliissen bestindig ist.'! Langenheim'® definiert pflanzliche Harze unter Beriicksichtigung
chemischer und botanischer Gegebenheiten als lipophile Mischung von fliichtigen und
nichtfliichtigen Terpenoiden sowie phenolischen Verbindungen des Sekundirstoffwechsels,
die iiblicherweise in speziellen Geweben gebildet werden und moglicherweise bei Wechsel-
wirkungen zwischen Pflanze und Umgebung eine Rolle spielen.

Von pflanzlichen Produkten mit dhnlichen Eigenschaften wie Gummen, Schleimen, Olen,
Fetten, Wachsen und Latex unterscheiden sich Harze durch ihre Hauptbestandteile (Terpene
und phenolische Verbindungen), physikochemischen Eigenschaften (in Losungsmitteln, nicht
aber in Wasser loslich) und teilweise durch die Gewebe, in denen sie gebildet werden.
Auffillig ist der intensive Geruch vieler bekannter Harze wie Benzoe, Elemi, Weihrauch,
Myrrhe oder Stinkasant, den jedoch nicht alle Harze zeigen.

Die historische und z. T. heute noch verwendete Unterteilung von Harzen in physiologi-

sche und pathologische Harze hat bereits Tschirch!™

als nicht eindeutig moglich bezeichnet
und ist nicht zweckmifBig. Auch die Unterscheidung der Harze in Balsame, Hartharze und
Gummi- bzw. Schleimharze!” geht von gleichbleibenden charakteristischen Harzeigenschaf-
ten aus. Das Exsudat einer Spezies kann aber je nach Pflanzenalter, Erntezeitpunkt, Lagerzeit
und anderen Faktoren als Balsam, Hartharz oder Gummiharz bezeichnet werden. Zur
Abgrenzung von anderen pflanzlichen Aussonderungen ist damit die Bezeichnung ,,Harz* am
geeignetsten; andere Definitionen und Klassifikationen pflanzlicher Harze sind in der
Literatur™® ausfiihrlich beschrieben.

Harze werden von einer Vielzahl von Pflanzen produziert, von denen heute nur noch weni-
ge lberregionale wirtschaftliche Bedeutung besitzen. Sie verteilen sich iiber mehr als ein
Dutzend Pflanzenfamilien, die ansonsten wenig Gemeinsamkeiten aufweisen. In Tab. 1 sind
die wichtigsten Harze mit ihren Ursprungspflanzen aufgefiihrt. Natiirliche Harze waren bis
zur industriellen Herstellung konkurrenzfahiger synthetischer Materialien wichtige technische
Produkte in Elektronik (Isoliermaterial), Medizin (Pflaster), Kunst (Kleber), Papierherstellung
(Oberflichenleimung) und vielen anderen Industriezweigen. Unter den natiirlichen Harzen
spielt Kolophonium heute mengenmiBig die wichtigste Rolle,”! fiir Spezialanwendungen
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(Handwerk, Kunst) und den Einsatz im Lebensmittel- und Kosmetikbereich (Parfiim, Aroma-

zusatz) jedoch sind viele andere Harze weiterhin unersetzlich.

Tab. 1: Auswahl wichtiger pflanzlicher Harze.

Harz Ursprungspflanze Bemerkung Verwendung
(Familie)
Bernstein Pinites succinifera Fossiles Harz Schmuck
und andere Pinus-Arten
(Pinaceae)
Kolophonium | zahlreiche Pinus-Arten MengenmalBig u. a. Lacke, Papier-
(Pinaceae) bedeutendstes Harz | zusatz, Geigenharz
(Weltproduktion
>500.000 t/a)
Canadabalsam | Abies balsamea Einbettung mikro-
(Pinaceae) skopischer Objekte
Tolubalsam Myroxylon balsamum Medizin (historisch),
Perubalsam M. balsamum var. pereira Parfiimerie,
(Fabaceae) Kosmetik
Mastix Pistacia lentiscus Kosmetik, Parfiime-
(Anacardiaceae) rie, Rducherwaren,
Handwerk/Kunst
Kopal Agathis australis (Kaurik.) | Sammelbezeichnung | Lacke
Agathis philippinensis fiir eine Vielzahl
(Manilakopal) von z. T. fossilen
Copaifera-Arten Harzen
und weitere Pflanzen
(Araucariaceae)
Drachenblut Dracaena draco Holzfarbe, Lacke,
(Dracaenaceae) Uberziige

Eine besondere Bedeutung hat das Rauchern, d. h. die mehr oder weniger milde Pyrolyse
von Harzen wihrend religioser, spiritueller oder weltlicher Zeremonien. Dazu werden dem
Harz oft andere Harze, Essenzen oder Teile anderer Pflanzen sowie Farb- und Aromastoffe
zugesetzt.

1.1.1 Harzliefernde Pflanzen der Burseraceae-Familie

Die Familie der Balsambaumgewichse (Burseraceae, Ordnung: Sapindales) gliedert sich
in 18 Gattungen mit etwa 700 Arten. Es handelt sich dabei durchweg um Bdume oder
buschartige Gewichse, die in den trockenen, (sub-)tropischen Gebieten Amerikas und
Nordost-Afrikas beheimatet sind. Alle Burseraceen bilden Harze, die sich in Geruch, Konsis-
tenz, Gummianteil und Farbe deutlich von anderen pflanzlichen Harzen wie Kolophonium,
Peru- und Tolubalsam oder Mastix unterscheiden. Gemeinsam ist ihnen der intensive Geruch,
die z. T. hoch substituierten und oft speziestypischen Triterpenoide und die Tatsache, dass die
meisten als rezente (nicht fossile) Harze zu den erneuerbaren Rohstoffen gehdren.
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Von den Burseraceen sind nur wenige Spezies von wirtschaftlicher Bedeutung, wie Tab. 2
zeigt. In jedem der drei Familienzweige (Canarieae, Protieae, Bursereae) ist ein Kosmopolit
zu finden (im Falle der Bursereae die Gattung Commiphora), andere Gattungen sind oft lokal
begrenzt verbreitet.

Tab. 2: Wichtiger Vertreter der Familie Burseraceae und genutzte Pflanzenteile.!'""!

Gattung Arten Verwendete Pflanzenteile
Aucoumea A. klaineana Holz
Boswellia B. frereana Weihrauchharz, z. T. Holz
B. serrata und elemiartiges Harz

B. sacra und weitere

(ca. 18, s. Tab. 3 auf S. 5)
Bursera B. aloexylon Elemiartiges Harz, Kopale,
B. penicillata etherische Ole

B. simaruba

und weitere (ca. 100)

Canarium C. album Holz, elemiartiges Harz,
C. luzonicum Friichte, etherische Ole
C. strictum

C. schweinfurthii
und weitere (ca. 105)

Commiphora |C. africana Myrrhe-/Bdelliumharze,
C. mukul elemiartige Harze, ganze
C. myrrha Pflanzen als ,,lebende
C. opobalsamum Zaune*
und weitere (ca. 190)

Garuga G. pinnata Friichte, Holz

Protium P. serratum Elemiartige Harze, Kopale,
P. copal Holz
P. cubense

P. heptaphyllum
und weitere (ca. 150)

1.1.2 Weihrauchharz

Dem durchschnittlichen Européer ruft der Begriff ,,Weihrauch® oft ein wenig angenehmes
Geruchserlebnis in religibsem Rahmen ins Gedichtnis. Apotheker und Arzte kennen Weih-
rauchharz (,,Olibanum®) als eher historischen Bestandteil von Pflastern und neuerdings
wieder als Heilmittel. Weihrauchextrakte sind auch als aromagebende Komponenten in der
Parfiimerie weit verbreitet,!'” werden aber vom Verbraucher nur selten wahrgenommen. Der
direkte Verzehr von Weihrauchharz diirfte sich auf das Harz von B. frereana beschrinken, das
in Somalia (als maydi) und anderen Ursprungsldndern des Weihrauch wie Kaugummi
verwendet wird.

Weihrauchharz wird ausschlieBlich von den Vertretern der Gattung Boswellia gebildet;
thre Heimat sind Indien, die siidliche arabische Halbinsel (Oman, Yemen), einige Lander
Afrikas (v. a. Somalia, Athiopien, Kenia) sowie einige geografisch eng umrissene Gebiete
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(Madagaskar, Socotra). Alle Boswellia-Arten zeichnen sich durch buschartigen bis bauméhn-
lichen Wuchs aus, Blattwerk und Hohe der meist 3-5 m hohen Bédume variieren je nach Stand-
ort und Spezies. Weihrauchharz tritt selten spontan aus; in der Regel wird das Austreten durch
Einschnitte ausgeldst. Im Falle des Weihrauchs wird die Rinde der Bdume vorsichtig ange-
schnitten, sodass eine zihe, balsamartige Masse austritt und an der Luft zu Trénen oder zu
stalaktitenartigen Formen erstarrt. Nach mehreren Wochen wird das erstarrte Harz mithilfe
des traditionellen Schabemessers (manghaf) von der Rinde abgekratzt. Zu tiefe Schnitte oder
zu héufige Ernten beeintrachtigen die Erntemengen und konnen zum Absterben der Bdume
filhren. Infolge WildfraBB und tiberméBiger Nutzung als Harz- und Holzlieferant sind viele
Weihrauchvorkommen in ihrem Bestand gefihrdet.!"”

Die bedeutendsten Weihrauchharz liefernden Lander befinden sich am Horn von Afrika
und auf der siidlichen arabischen Halbinsel. Indisches Weihrauchharz ist in der Parfiimerie
und fiir Riucherzwecke von geringer Bedeutung, aber fiir medizinische Anwendungen
gefragt. Verldssliche Zahlen iiber die Jahresproduktion, das Marktvolumen und die anteils-
méfBige Verwendung von Weihrauchharz in den verschiedenen Bereichen liegen nicht vor.
Allein fiir Somalia als einem der Hauptexportlinder wurde Ende der 1980er Jahre eine
Jahresproduktion von 1.500-2.000t geschitzt, wobei zusidtzlich etwa die gleiche Menge
illegal auBer Landes geschmuggelt wurde.!”’ Europaweit werden derzeit etwa 700-1.000 t pro
Jahr verkauft,"’ wovon der weitaus grofte Teil in der Parfiimerie und fiir Rducherungen
verwendet wird.

Uber die genaue Anzahl der Boswellia-Arten gibt es unterschiedliche Angaben;!" " 13- 1720
in Tab. 3 sind alle bekannten Arten einschlielich wichtiger Synonyme aufgelistet. Eine
systematische Erfassung aller Boswellia-Spezies mit Hilfe molekularbiologischer Methoden
ist derzeit in Arbeit.[*")

Abzugrenzen vom echten Weihrauch ist von botanischer Seite der ,,Weihrauch®, der in
Europa als Balkon-, Hange- und Beetpflanze verwendet wird und mit dem echten Weihrauch
nur eine entfernte geruchliche und keine botanische Verwandtschaft hat. Es handelt sich dabei
um den ,,Harfenstrauch* (Plectranthus forsteri BENTH. syn. P. coleoides), einen Vertreter der
Lamiaceen.

Vom Weihrauchharz selbst (Olibanum, Thus, engl. incencse, in den USA meist frankin-
cense) miissen Verfalschungs-, Verarbeitungs- und Veredelungsprodukte abgegrenzt werden:
Der sog. ,,falsche Weihrauch® ist ein Harz von weihrauchéhnlichem Geruch, das aus minder-
wertigen Harzen (i. d. R. Fichtenharzen) durch Lagerung in Ameisenhaufen entsteht. Bei den
Réauchermischungen, die in der Liturgie verschiedener Religionsgemeinschaften eingesetzt
werden, handelt es sich entweder um Mischungen verschiedener Weihrauchharze mit Sorten-
charakter und -bezeichnung (z. B. ,,Aden*) oder um Weichrauchharz, das mit firbenden und
parfiimierenden Zusétzen versehen ist (z. B. ,,Balthasar®, , Paléstina®“, ,,Ascensio®). Zu Ver-
wechslungen kann weiterhin die traditionelle indische Bezeichnung guggul(u) fir das Harz
von B. serrata fithren, da sie auch fiir das Harz von Commiphora mukul verwendet wird.!'”
Die Bezeichnung ,,Elephantenbaum® wird hingegen fiir B. papyrifera, aber auch fiir Bursera
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microphylla, Pachycormus discolor und andere Pflanzen verwendet. Daher ist es versténdlich,
dass mit der Bezeichnung ,,Weihrauch* ein ganzes Spektrum unterschiedlichster Produkte in
Verbindung gebracht wird, das vom kulturellen Kontext abhingt. Eine widerspriichliche
Benennung der Pflanzen mit botanischen, lokalen oder Trivialnamen erschweren auch heute
noch die Identifizierung der einzelnen Spezies.

2,7, 11, 22-27][28

Tab. 3: Die wichtigsten Boswellia-Spezies nach geografischer Verbreitung.! I Bei mehreren

botanischen Bezeichnungen ist die jeweils erste die akzeptierte.

Boswellia-Spezies Verbreitung Bemerkung
und Synonyme
B. serrata ROXB. N- und Zentralindien | Wichtiger Harzliefe-

B. serrata STACHH.

B. serrata ROXB.

B. thurifera COLEBR.

B. glabra ROXB.
Canarium balsamiferum
und viele weitere

rant; bei medizinischen
Behandlungen vorherr-
schend, fiir Rducherun-
gen weniger verbreitet

B. ovalifoliata BAL.& HENRY | S-Indien
B. ameero BALF. F.
B. bullata THULIN
B. dioscoridis THULIN
Socotra

B. elongata BALF. F.

B. popoviana HEPPER

B. socotrana BALF. F.

B. sacra FLUCK.
B. carteri BIRDW.
B. bhau-dajiana BIRDW.

N-Somalia, S-Oman
(Dhofar), S-Yemen
(Hadramaut)

Wichtiger Harzlieferant

B. frereana BIRDW.

N-Somalia

Wichtiger Harzlieferant

B. papyrifera (DEL.) HOCHST.
B. floribunda ROYLE
B. odorata HUTCH.
B. microphylla CHIOV.

Nigeria, Athiopien,
Kamerun, Zentralafri-
kanische Republik,
NO-Uganda, Tschad,
Eritrea

Wichtiger Harzlieferant

B. dalzielli HUTCH.

Burkina Faso, Zentral-
afrikanische Republik,
N-Nigeria, Kamerun

B. neglecta S. MOORE

O-Athiopien, Somalia,
NO-Tansania, Kenia,

NO-Uganda
B. ogadensis VOLLESEN O-Athiopien
B. pirottae CHIOV. Athiopien

B. rivae ENGL.

O-Athiopien, Somalia,
NO-Kenia

B. madagascariensis CAPURON

N-Madagaskar

B. nana HEPPER

Socotra

Status als eigenstindige
Spezies unklar
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Eine Sonderstellung unter den Weihrauchprodukten nehmen der ,,griechische® Weihrauch
(,,byzantinischer Weihrauch*) und Kyphi ein. ,,Griechischer Weihrauch* wurde urspriinglich
nur in der Region um den Berg Athos hergestellt und ist inzwischen in ganz Griechenland
erhéltlich: Durch Vermischen gemahlenen Weihrauchharzes mit farb- und aromagebenden
Zusitzen (etherische Ole), Auswalzen der Mischung und Zuschneiden der Masse auf Erbsen-
grofle entsteht ein intensiv riechendes Produkt. Es hat in Farbe und Geruch kaum noch
Ahnlichkeit mit dem Ausgangsharz, das hier vorwiegend als Trigermaterial zur Aufnahme
und Fixierung von Duftstoffen dient.

Kyphi ist ein Rauchermittel, das bereits in altdgyptischen Schriften erwidhnt wird und als
alteste tradierte Rduchermischung gelten kann. Es wird in einer langwierigen und aufwindi-
gen Prozedur auf Basis von Wein und Honig mit aromatischen Harzen (u. a. Weihrauch,
Mastix, Myrrhe) und weiteren pflanzlichen Bestandteilen wie Zypergras, Calmuswurzel und
Wacholderbeeren hergestellt.” Diesen Aufwand mit oft mehr als einem Dutzend teurer
Bestandteile betreiben heute nur noch wenige Héndler, weswegen die meisten im Handel
erhiltlichen Kyphi-Mischungen wenig mit dem historischen Original zu tun haben.

Natiirlich gibt es abgesehen von diesen zwei traditionellen Verarbeitungsprodukten zahllo-
se Produkte mit Weihrauch als Bestandteil, sei dieser nun als Harz, etherisches Ol oder als
andere Zubereitung enthalten. ,,Weihrauch* bezeichnet im Falle der Verarbeitungsprodukte
daher oft ein Verarbeitungsprodukt des Harzes und nicht der Pflanze. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wird zur Vermeidung von Missverstindnissen immer explizit vom
»Weihrauchharz oder ,,Olibanum* als dem unverinderten Harz einer Boswellia-Spezies
gesprochen, wihrend mit ,,Weihrauch® immer die Pflanze an sich oder eine Boswellia-Art
gemeint ist.

1.1.2.1 Chemie des Weihrauchharzes, insbesondere der sauren Bestandteile

Pflanzliche Harze und damit auch Weihrauchharz werden bereits seit mehreren Jahrtausen-
den gesammelt, verarbeitet, gehandelt und mannigfaltig verwendet. Untersuchungen zu ihrer
Chemie gehen bis in die Anfinge der wissenschaftlichen Chemie zuriick (siehe Tschirch?!,
Tschirch und Halbey®” und darin zitierte Literatur) und haben aufgrund der Komplexitit des
Untersuchungsgegenstandes erst in der zweiten Hélfte des 20. Jahrhunderts an Intensitét
zugenommen.

Die ersten grundlegenden Untersuchungen von Weihrauchharz und Harzen anderer Pflan-
zen sind untrennbar mit dem Namen Alexander Tschirchs (1865-1939) verbunden, der mit
seinen Mitarbeitern eine Reihe von Untersuchungen zu pflanzlichen Harzen durchfiihrte.
Dabei sind diejenigen im Rahmen der Serie ,,Untersuchungen iiber die Sekrete” im ,,Archiv
der Pharmazie (1892-18995') und das Werk ,,Die Harze und die Harzbehilter!®! (mehrere
Auflagen ab 1900) als die bedeutendsten zu nennen.

Die erste systematische Arbeit zu sauren Komponenten im Weihrauch erschien 1898:
Halbey erhielt durch alkoholisches Extrahieren von Weihrauchharz, Isolieren der Saurefrakti-
on durch Ausschiitteln der etherischen Losung mit Sodaldsung und wiederholtes Umfillen

[30, 32

des isolierten Rohproduktes ,,Boswellinsdure®. I Die so gewonnene Verbindung schmolz
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bei 142-150 °C und wurde von den Autoren als einbasige Sdaure der Summenformel C;;Hs,04
ohne freie Hydroxylgruppe charakterisiert.”* Winterstein und Stein®¥ isolierten aus der nach
Halbey gewonnenen ,,Boswellinsdure® erstmals B-Boswelliasdure (B-BA) 1, 3-O-Acetyl-B-
boswelliasdure (B-ABA) 2 und deren Isomere a-Boswelliasidure (a-BA) 3 und 3-O-Acetyl-a-
boswelliasdure (a-ABA) 4 als Reinsubstanzen. Neben Schmelzpunkt und Drehvermdgen
bestimmten die beiden Autoren auch die korrekte Summenformel mit Cs,Hs0O4.

Simpson®! ordnete ,,Boswellinsidure® (= B-Boswelliasiure 1) in die Reihe der p-Hydroxy-
Sduren ein, da die freie Sdure bei der Oxidation mit Chrom(VI)oxid ein Monoketon, der
Methylester hingegen den Ketoester liefert. Der Nachweis der Boswelliasduren als Derivate

136- 371 yereinfachte die systematische Untersuchung der Triterpene und

des a- und B-Amyrins
die Ubertragung von Ergebnissen der Amyrinderivate auf diejenigen der Boswelliaséiuren.
Barton et al.”® ermittelten in den 50er Jahren des 20. Jahrhunderts die Konfiguration der
OH-Gruppe (o) und der Sdurefunktion (B). Auch die widerspriichlichen Angaben zum
optischen Drehvermogen der B-Boswelliasdure 1 wurde von diesen Autoren geklart: Sie
zeigten, dass im etherischen Weihrauchextrakt der Vorldufer einer stark rechtsdrehenden Ver-
bindung vorliegt, die je nach Art der Behandlung (Wéarmezufuhr, Sdurezusatz, Reaktionsdau-
er) des Weihrauchharzes in unterschiedlichem MaBe entsteht. Diese Verbindung, die

t3) gefunde-

3-Acetyl-9,11-Dehydro--boswelliasdure 5, ist identisch mit der zuvor von Tros
nen ,,y-Boswelliasdure®.

Die Strukturaufkldrung wurde in den darauffolgenden Jahren durch die Einfiihrung der
Massenspektrometrie erheblich beschleunigt. So veroffentlichen Budzikiewcz ef al™*” im
Jahr 1963 massenspektrometrische Daten zu einer Reihe von Amyrinderivaten. Darunter
befand sich zwar nur ein einziges (nicht natiirliches) Boswelliasdurederivat, aber die von den
Autoren systematisch untersuchten Fragmentierungsreaktionen zeigten je nach Lage der
Doppelbindung(en) und Substituierung der Ringe charakteristische Muster. Diese werden
auch heute noch bei der Zuordnung des Stammgeriistes unbekannter Triterpene herangezogen.
Die erste massenspektrometrische Untersuchung zu Boswelliaséduren stammt von Pardhy und
Bhattacharyya;'*!! Hairfield et al.!**! unterschieden mit dieser Technik zwischen verschiede-
nen Boswellia-Spezies (s. Kap.1.2).

In den 1960er und 1970er Jahren wurde die Gruppe der bekannten Boswelliasduren durch

44-46) 41 ym die beiden

Corsano und Iavarone,[43] Savoir et al.!
Boswelliasduren mit einer 11-Keto-Funktion (11-Keto-B-boswelliasdure (f-KBA)6 und
3-Acetyl-11-keto-B-boswelliasdure (B-AKBA)7) erweitert und einige charakteristische
'H-und ""C-NMR-Verschiebungen veroffentlicht. In den 1990er Jahren konnte in der

Arbeitsgruppe um Ammon der Mechanismus der Bildung der 3-Acetyl-9,11-Dehydro-B-bos-

und Pardhy und Bhattacharyya

welliasdure 5 aufgeklirt werden, die zu den oben beschriebenen Diskrepanzen in der Literatur
gefiihrt hatte.!*”!

Die Strukturaufkldrung wurde einerseits durch die Veroffentlichungen der Rontgenstruktu-
ren von B-AKBA 7" und B-ABA 2% und andererseits durch die Verdffentlichung der
NMR-Verschiebungen komplettiert. Nachdem iiber 20 Jahre nur die Verschiebungen von H-3
und H-12 gesichert waren, veréffentlichten Culioli ef al.”® vor kurzem den ersten kompletten
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Datensatz fiir 'H- und *C-NMR-Verschiebungen von a- und B—Boswelliasdure 1+3, und kurz
darauf folgte der erste NMR-Datensatz von 3-Acetyl-B-boswelliasdure 2 und 3-Acetyl-11-
keto-B-boswelliasdure 7 von Belsner et al.’"

Die Boswelliasduren gehoren zur umfangreichen Gruppe der Triterpenoide. Triterpenséu-
ren kommen frei oder als Saponine mit glykosidisch gebundenen Zuckern in einer Vielzahl

[52-56 571 und die variable

von Pflanzen vor, ! wobei sie durch die Mannigfaltigkeit der Geriiste
und z. T. hohe Funktionalisierung eine grofle Bandbreite chemischer Eigenschaften aufwei-
sen. Ebenso wie Triterpene allgemein pharmakologische Wirkungen zeigen (Entziindungs-
hemmung,[sg’m Arthritis (im Tiermodell),/”""!

derung'® ") werden diese pharmakologischen Wirkungen auch bei den Triterpensiuren

antivirale Wirkung!”® und Schmerzlin-

und ihren Derivaten beobachtet, von denen eine Auswahl in Abb. 1 gezeigt wird. Triterpen-
sduren konnen wie ihre Alkohole ubiquitédr (o-/B-Amyrin, Lupeol) oder nur in einem kleinen
Ausschnitt der Pflanzenwelt vorkommen.

Abb. 1: Triterpensiuren mit pharmakologischen Eigenschaften (Auswahl). Ursolsaure 8, Oleanol-
sdure 9,*”) B-Boswelliasdure 1, Betulinsdure 10,7% *% 18B-Glycyrrhetinsiure 11°" und Polyporen-
saure 12 (verschiedene Reste R;, Ry, R3).

Boswelliasduren mit einem Oleanan- bzw. Ursangeriist (a- bzw. B-Boswelliasduren,
Abb. 2) und ihre Derivate (Abb. 3) sind bislang ausschlieBlich aus dem Harz von Vertretern
der Gattung Boswellia isoliert worden. Sie nehmen damit eine dhnlich gattungsspezifische
Stellung ein wie die Commisduren in Myrrhearten (Commiphora spp.), die sich von den
Boswelliasduren durch zusétzliche Hydroxygruppen am Ring A unterscheiden.
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H H, o/f-BA 311
OAcH, o/B-ABA 4/2

H O o/B-KBA 13/6
OAc O o/B-AKBA 14/7

Abb. 2: Boswelliasduren mit Oleanangeriist (a-Reihe: 3, 4, 13, 14) und Ursangeriist (B-Reihe: 1, 2,
6, 7), Hauptkomponenten der Saurefraktion im Weihrauchharz.

W
Illll

HOOC

15

AcO 4
HOOC

W
Illll

Abb. 3: Triterpene als Minorkomponenten (oben) und Aufarbeitungsartefakte (unten) im Weihrauch-
harz. 2-Hydroxy-B-boswelliasdure 15, 3a,24-Boswelliadiol 16, 3,24-Dihydrorobursdure 17, 3a-Ace-

tyl-9,11-dehydro-pB-boswelliasdure 5, 11-Hydroxy-p-boswelliasdure 18, 11-Methoxy-3-boswellia-
sdure 19.

Neben den gattungsspezifischen Boswelliasduren wurden in den vergangenen dreiflig

Jahren auch Sauren mit Tirucallan-,"***! Lupan-%*"**) und Dammarangeriist®” isoliert, wie

sie in Abb. 4 dargestellt sind. Insgesamt machen die Triterpensduren ca. 25-35 Gew.-% des
Harzes aus.!”* %"
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R, R, R,

X < OH OH H 24
0 20 CH, H H 25
o/B-OH,H 21/22 CH, H H 26
0-OAc,H 23 CH, H OH 27

30

a-OAc,H 29

Abb. 4: Tirucallane, Dammarane und Lupane im Weihrauchharz. Oben: 3-Oxo-tirucallensiure 20,
3o/B-Hydroxy-tirucallensdure 21/22, 3o-Acetyl-tirucallensdure 23, 3[-Acetyl-16,20-dihydroxydam-
maran 24, 3,20-Dihydroxydammaran 25, 33-Acetyl-20-hydroxydammaran 26, 20-Protopanaxadiol 27.
Unten: 3a-Hydroxy-lup-20(29)ensiure 28, 3o-Acetyl-lup-20(29)enséure 29, Canariensaure!' *”! 30.

Spuren von Monoterpensduren (Abb. 5) wurden bereits in den 1970er Jahren mittels Gas-
Chromatographie (GC) identifiziert,'*" 1%
geringen pharmakologischen Wirksamkeit von untergeordneter Bedeutung.

I sind aber aufgrund des geringen Anteils und der

R, R, R,
CH,H CH,COOH 31
H CH, CH,COOH 32 ! COOH
CH;H COOH 33
34
COOH COOH

COOH

35

36 37

Abb. 5: Monoterpensduren als Spurenkomponenten im Weihrauchharz. Oben: a-Campholenséure 31,
y-Campholensdure 32, a-Campholytsidure 33, Thujan-10-sdure 34. Unten: Myrtensdure 35, Cumin-
sdure 36, Perillasdure 37.

Nach derzeitigem Wissen stellen Boswelliasduren den groften Teil der Saurefraktion im
Weihrauchharz. Ein geringer Prozentsatz verteilt sich auf Derivate der Boswelliasdure wie die
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Dihydrorobursiure'™ und die im vorangegangenen Abschnitt erwéhnten Sduren mit anderen

Terpengeriisten. Wéhrend der fliichtige und neutrale Anteil des Weihrauchharzes verschie-
denste Grundgeriiste von Mono-, Sesqui-, Di- und Triterpenen aufweisen,'*'*" sind
demnach alle Sduren bis auf Spuren von Monoterpensduren Vertreter der Triterpenreihe. Die
weiteren Bestandteile des Harzes sind im Rahmen der vorliegenden Arbeit von untergeordne-
ter Bedeutung und sollen nur vereinzelt behandelt werden. Die Verteilung der Komponenten
im Weihrauchharz wird in der Literatur uneinheitlich angegeben, wie die Zusammenstellung
in Tab. 4 zeigt.

Tab. 4: Anteil der Komponenten des Weihrauchharzes nach verschiedenen Autoren. *) erwihnt, aber
keine quantitativen Angabe; **) +1,5 % Ester; k. A.: keine Angabe.

ethanolloslicher Teil ethanolunloslicher Teil
Quelle saure Kompo- nichtsaure etherisches | Bitter- Gummi Bassorin | Pflanzen-
nenten Komponenten 0l stoff reste
Henkel!'*! K A k. A.
1867
50-56 % ,,Harz* | 48% | kA [ 3040% | 6% | kA
Msller" 1889 K A K A
,.groBere Hilfte amorphes Harz™ | <7 % | * 33% | k. A. | k. A.
Tschirch und 72 %
Halbey 1898!*"
3% | 33% | 47% [05%| 20% | 68% | 2-4%
109
Pfaff %% K A k. A.
56 % ,Harz" | kKA [kA 47% | kA | kA
Braconnot "% k. A. k. A.
56 % ,,Harz* | 5% | kA |30%Acacin | 6% | kA
Kurbatoff ! kK A. k. A.
72 % ,Harz" | 7% |kA 27% | kA | kA
Karsten und K A kK A
Weber!''? 1946 309
Boswellinsiure* ) ’ * * 20 % Arabin 7% k. A.
Olibanoresen
: [17]
Manjunath k. A., aber: 10-11 % Feuchtigkeit 4-5 % ,,unldslicher Anteil*
1946
55-57 % Harz" (rosin) | 8-9% [k A | 2023% | kA | kA
Hagers k. A. k. A.
Handbuch
197201131 60-66% ,,.Harz* 5-9 % 6-8 % plus 12 % ,,Schleim* k. A.
Pernet!"™ k. A. k. A.
1972
60-65% ,Harz"* | 5-10% | 20 % | 8% | kA
Tiicker!'* 1986 N N
65-85 % ,,Harz* | 59% | kA [6-31%] k. A. | kA
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Diese Verteilung ist im Rahmen der Speziesbestimmung von Bedeutung. Daher wird auf
den Umstand hingewiesen, dass es bis auf diese z. T. sehr alten Literaturquellen kaum neuere
Angaben zu Anteilen von Harzbestandteilen gibt; Autoren neuerer Werke!''*''®! berufen sich
auf diese élteren Arbeiten. Angesichts der natiirlichen Schwankungsbreite von Naturproduk-
ten scheint es unwahrscheinlich, dass Weihrauchharz derart konstante Werte aufweist. Eine
Bestimmung dieser natiirlichen Schwankungen und die Bestimmung von Durchschnittswerten
fiir verschiedene Weihrauch-Spezies ist in der Literatur bisher nicht beschrieben.

1.1.2.2 Medizinische Verwendung von Weihrauch

Weihrauchharz und daraus hergestellte Zubereitungen werden in der traditionellen Medizin
vieler Lander gegen eine Reihe von Erkrankungen eingesetzt. Die Palette der behandelten
Krankheiten ist dabei duflerst breit: Tab. 5 zeigt, dass viele Teile des Weihrauchbaumes in
unterschiedlicher Zubereitung eingesetzt wurden und auch heute noch Verwendung finden.

Obwohl ein Teil dieser Anwendungen eher religiésen Ursprungs ist (Opfern des wertvollen
Harzes, Vertreibung von ,,bosen Geistern®) oder eine frithe Art der Aromatherapie darstellt,
diirfte es sich bei einigen Anwendungen schon um frithe Beispiele einer rationalen Pharma-
kotherapie gehandelt haben: Beispielsweise wurden ethanolische Weihrauchharzlosungen zur
Wundbehandlung verwendet, was durch das VerschlieBen der Wunde und der bakteriziden
Wirkung der Monoterpene nachvollziehbar ist.

Bei der Verwendung von Weihrauchharz zu medizinischen Zwecken kann im Europa des
21. Jahrhunderts von einer Renaissance gesprochen werden. Wéhrend Olibanum bereits im
16. Jahrhundert in deutschen Apotheken zu finden!"'” und noch bis weit ins 20. Jahrhundert
in vielen europdischen Pharmakopden verzeichnet war,!''* ' verschwand es nach und nach
aus diesen Werken."'”! Die im nichsten Abschnitt geschilderten Studien und ein allgemein
gestiegenes Interesse an pflanzlichen Heilmitteln haben zu einem erneuten Interesse am
Weihrauch gefiihrt. Dennoch ist derzeit in keinem Land der Europédischen Union ein Medi-
kament auf Weihrauchbasis zugelassen. Fiir die Exportvariante des indischen Medikamentes
HI15 (Gufic Ltd., Bombay/Indien) liegt zwar die Zulassung fiir einen Kanton in der Schweiz
vor, die aber von den deutschen Behdrden nicht als Voraussetzung fiir eine Einfuhr gemif
§ 73 Arzneimittelgesetz (AMG) akzeptiert wird.!'?"!

Ebenfalls als Wiederentdeckung kann die Verwendung von Weihrauchextrakten in kosme-
tischen Zubereitungen gelten. Welchen Anteil der Weihrauchextrakt jedoch an der Gesamt-
wirkung des Kosmetikums hat, kann nicht mit Sicherheit gesagt werden.

Neueren Datums ist in Europa die Verwendung des Weihrauchs als Lebensmittel, wobei
dieser Einsatz aus lebensmittelrechtlicher und pharmakologischer Sicht als fragwiirdig
angesehen wird. Viele Produkte mit Weihrauchanteil werden als Nahrungsergédnzungsmittel
(NEM) verwendet und fallen damit unter das Lebensmittelrecht. Ein Genussaspekt des Harzes
ist nach § 1 Lebensmittel- und Bedarfsgegenstindegesetz (LMBG) aufgrund der sandartigen
und eher unangenchmen Konsistenz vieler Weihrauchharze als nicht vorhanden zu werten.['*"
Weihrauchextrakte, die als Bestandteile von Nahrungserginzungsmitteln eingesetzt werden,
sind auch keine nennenswerten Lieferanten von Mineralstoffen, Vitaminen oder anderen
Nahrstoffen, sodass auch der Erndhrungsaspekt nach § 1 LMBG entfillt. Die Anpreisung und
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Aufmachung der betreffenden Produkte in Ratgebern!

122-124 [125]

I und durch die Vertreiber

verstiarken den Eindruck, dass diese Weihrauchprodukte vorwiegend als gesundheitsfordernd

bzw. krankheitsbekdmpfend vermarktet und auch vom Laien so eingeschitzt werden.

Lebensmittel mit Weihrauch(extrakten) als hauptsidchlicher und nicht nur aromagebender

Komponente sind daher vom Verwendungszweck her eindeutig als Arzneimittel und die

betreffenden Produkte als Arzneimittel ohne Zulassung zu bewerten.

Tab. 5: Historische und moderne medizinische Verwendung von Teilen des Weihrauchbaumes.

[126]

Boswellia-Spezies | Pflanzenteil Verwendung

verschiedene Harz Viele Lander: Réiucherung;[4’ 108, 115, 1161 A sthma,
Uterusleiden, in Pflastern und Salben;[m] Haut- und
Blutkrankheiten, Fieber, Schlangenbisse, Krampfe, und
viele weitere Krankheiten(>30);!""! Katarrh, Aus-
schlag;'?”) Pflasterherstellung!® 0% !'2- 113 127]

Rinde Indien: Asthma, Dysenterie, Geschwiire, Hautkrankhei-
ten, ,,zur Blutreinigung““g]
Friichte, Bliiten | Leukodermie, Himorrhoiden!'”

B. serrata Harz Indien: Rheuma,m] ,,Nervenleiden“;[m Diabetes;mg]
Magenbeschwerden, Haut-, Lungen- und weitere Krank-
heiten (>10);[128] Durchfall, Dysenterie, Lungen- und
Hauterkrankungen, Fieber, Geschwiire und weitere
Krankheiten (>10)2®

Rinde Indien: Epilepsie, Leukodermie, Rippenfellentziindung,
Schlangenbisse, Wundbehandlung, Erkéltungen, weitere
(>10) Krankheiten;!'*® Durchfall, Hauterkrankungen>®
Blitter Indien: Wundbehandlung, Augenkrankheiten' >
Samen Indien: Schlangenbisse, Haarwuchsmittel''*"
Ganze Pflanze |Indien: Antiseptikum' >
B. sacra Harz Afrika: Husten, als Diuretikum, verrduchert als Expekto-

rans;'*”) als Diuretikum, Bilharziose, Syphilis, Magen-

schmerzen'®

B. dalzielli

Ganze Pflanze

Afrika: Wundbehandlung[m]

Blatter, Afrika: Irrsinn' "

Wurzelrinde

Rinde Afrika: Windpocken, Schlangenbisse, Magen-Darm-Be-
schwerden, Fieber, Rheuma, Schmerzen, Schwindel;[m]
Dysenterje'*)

Wurzel Afrika: Syphilis!*”

Wurzel, Rinde

Afrika: Gegenmittel bei Pfeilgiften, Emetikum''*”!

Harz

Afrika: als Antiseptikum'"

B. microphylla™" | Wurzel Somalia: Durchfall'*"
B. neglecta Wurzel Gonorrhé, als Diuretikum" >
B. ovalifoliolata Stamm(rinde) |[Indien: Hydrozele, Entziindungen, Schwellungen,

Magengeschwiire!**!
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Obwohl das Réuchern zu zeremoniellen Zwecken in Europa eher im religiosen Rahmen zu
finden war, findet auch die Verrducherung von Weihrauch zu anderen Zwecken wieder

Interesse (mit flieBendem Ubergang zur Aromatherapie).!'*?!

1.1.2.3 Pharmakologische Wirkung von Weihrauchinhaltsstoffen

Die Triterpene sind eine umfangreiche Familie von Naturstoffen; ihre mehr als
4.000 Vertreter weisen bis auf gemeinse Biosynthesewege kaum Ahnlichkeiten auf. Grundge-
rlist, Grad und Art der Funktionalisierung und damit die chemischen Eigenschaften unter-
scheiden sich betrichtlich und so auch ihre pharmakologischen Wirkungen wie Entziindungs-

[67. 68, 87, 133] 87 13%. 135 pei geringer oder fehlender Toxizitit. Die

hemmung oder Leberschutz
Forschungen der letzten zwei Jahrzehnte haben zu einer Fiille von Erkenntnissen iiber die
Wirkung und die klinische Anwendung von Weihrauchextrakten gefiihrt. Besonderer Augen-

merk galt dabei den Boswelliasduren als den gattungsbestimmenden Inhaltsstoffen.

Die Inhibierung der 5-Lipoxygenase (5-LOX) war die erste veroffentlichte, pharmako-

[136, 137]

logisch bedeutsame Wirkung der Boswelliasduren; ausgehend von dieser Entdeckung

klarten Ammon und Mitarbeiter unter anderem den Wirkmechanismus der 5-LOX-Inhi-
bierung und die strukturellen Voraussetzungen fiir eine effektive Inhibierung auf.!'**'4!!

Die 5-Lipoxygenase ist ein Schliisselenzym beim Entziindungsgeschehen. Auf chemische
oder physikalische Schidigung reagiert das betroffene Gewebe mit den fiir Entziindungen
charakteristischen Symptomen, d. h. es rétet und erwarmt sich (rubor, calor), es schwillt an
(tumor), schmerzt (dolor) und ist in seiner Funktion eingeschrinkt (functio laesa). Als
Ausloser und bei der Erhaltung von Entziindungen als kdrpereigene Abwehrreaktion spielen

142-144]
I Sie werden aus

Gewebshormone, sog. Lipid-Mediatoren, eine entscheidende Rolle.!
Arachidonséure gebildet, die in biologischen Membranen verestert vorliegt und auf einen Ent-
zlindungsreiz hin von Phospholipasen freigesetzt wird. Die freie Sdure wird dann zu Lipid-
Mediatoren umgesetzt: Cyclooxygenasen (COX) liefern Prostaglandine und Thromboxane,
wihrend die 5-Lipoxygenase (5-LOX) Leukotriene produziert. Die vier wichtigsten -Bos-
welliasduren 1,2,6,7 hemmen die 5-Lipoxygenase mit ICso-Konzentrationen von 1,5-7 uM{"*”!
und zdhlen zu den spezifischen Nicht-Redox-Inhibitoren.!*® '*> %I Die fir die anti-
inflammatorische Wirkung notwendigen Strukturelemente (lipophile Gruppe an C-4,
11-Keto-Funktion, freie Siure) und der genaue Mechanismus!'* '*”) sind ebenso geklirt wie
die Wirkung im Tier;!'** B-AKBA 7 zeigt die stirkste 5-LOX-Inhibierung der vier B-Boswel-
liasduren. Grundsétzlich wird die 5-Lipoxygenase als lohnendes Ziel fiir die Entziindungs-
hemmung angesehen, zumal Patienten bei vielen Krankheiten erhdhte Leukotrienspiegel

[142.199) Reine 5-LOX-Inhibitoren wurden aber bislang nur mit méBigem Erfolg ent-

150-152]

zeigen.

erst duale 5-LOX/COX-Inhibitoren scheinen die entziindungshemmende
[153-155]

Wickelt;[
Wirkung bei gleichzeitig guter Vertriaglichkeit zu gewihrleisten.

Neueren Datums ist die Entdeckung der Inhibierung der Topoisomerasen I und Ila durch

[156, 157] [158]

die Boswelliasduren und deren Beeinflussung des MAP-Kinase-Signalweges.

Weitere Effekte der Boswelliasduren mit potenzieller medizinischer Bedeutung sind ihre anti-
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tumor- und antikarzinogene Wirkung,!">”! die antiproliferative Wirkung bei einigen Krebszell-

(9. 1601671 dje Verhinderung der AbstoBung von Implantaten'®®!

[169-171]

linien, sowie die Hemmung

der Elastase in menschlichen Leukozyten.

Die im vorhergehenden Abschnitt genannten pharmakologischen Wirkungen der Boswel-
liasduren lassen prinzipiell an eine breite praktische Anwendung von Weihrauchextrakten
denken, und in préklinischen Studien haben sie keine nennenswerten Nebenwirkungen
gezeigt; jedoch ist der Forschungsstand auf dem klinischen Gebiet liickenhaft und hat z. T. die
Erwartungen nicht erfiillt.

Das am eingehendsten erforschte Gebiet ist das der chronisch-entziindlichen Darmerkran-
kungen (CED) Morbus Crohn und Colitis ulcerosa. Beide Krankheiten sind durch unklare
Krankheitsentstehung und chronischen Verlauf mit wechselhafter Schwere gekennzeich-

172-1
net.l'’>170

! Die Komplikationen und derzeit unbefriedigenden Therapiemoglichkeiten sind
Anlass, nach Erweiterungen der derzeitigen Therapie zu suchen.'” 'l Die klinischen
Studien zur Anwendung von Weihrauchharz-Extrakten bei Colitis ulcerosa sind von unter-
schiedlicher Qualitat!” '*!

rauchpriparaten bei Morbus Crohn liegen dagegen Ergebnisse zur direkten Wirkung!
183]

und bediirfen einer weiteren Klarung. Zum Einsatz von Weih-
181, 182]

und Lebensqualitit!'**! vor und konstatieren bei beiden Aspekten eine Verbesserung.

Bei der klinischen Untersuchung anderer Krankheiten liegen meist wenige (Pilot-)Studien

184] 185

, Palliativtherapie bei Gehirntumoren'®!) oder gar

(187

mit positivem (Bronchialasthmal

186

negativem Ausgang (Polyarthritis!'**) vor. Eine Studie zur Osteoarthritis!'"®*”! kann nicht zur

Bewertung herangezogen werden, da eine Mischung von Teilen verschiedener Pflanzen, Zink
und dem Stamm von B. serrata zum Einsatz kamen.'**!

Viele (pré)klinische Untersuchungen wurden mit dem in Kap. 1.1.2.2 erwéhnten Priparat
H15 durchgefiihrt, das aus dem Harz des indischen Weihrauchbaumes (B. serrata) hergestellt
wird. Andere Forschergruppen verwendeten reine Boswelliasduren, grob aufgereinigte
Boswelliasduren (z. B. BC-4), [ 197 selbst hergestellte Weihrauchextrakte oder homoopathi-
sche Medikamente.!'®®! Angaben zur Weihrauchspezies fehlen hiufig und sind nicht gesichert.
Die Uneinheitlichkeit der verwendeten Weihrauchzubereitungen verhindert die Vergleichbar-
keit der Studien.

HI15 (auf herstellereigenen Plantagen von B. serrata gewonnen) scheint nach Untersu-
chungen von Ennet et al.”® gewissermafien ,,von Natur aus standardisiert zu sein. HPLC-
und Diinnschicht-Chromatogramme zeigen weitgehend konstante Boswelliasdure-Gehalte
tiber viele Chargen hinweg, sodass bei B. serrata (und moglicherweise auch den anderen
Arten) von einem konstanten Wirkstoffgehalt ausgegangen werden kann. Dennoch ist weit-
gehend ungeklart, ob dieses Priparat, der Gesamtextrakt oder diese Spezies das Wirkoptimum
liefert. Dariiber hinaus erschwert die unterschiedliche Wirksamkeit der Sduren eine klare
Aussage. So sinkt beispielsweise die Hemmwirkung auf 5-Lipoxygenase in der Reihe
B-AKBA 7 > B-KBA 6 > B-BA 1,'*"! jedoch hemmt B-ABA 2 hemmt die menschlichen
Topoisomerasen I und Ila stirker als f-AKBA 7. Ein Hemmschuh bei der intensiveren
Erforschung des Wirkprofils der Boswelliasduren ist die bis vor wenigen Jahren mangelnde
Verfiigbarkeit groBer Mengen von Boswelliasédure-Referenzsubstanzen bzw. heute der hohe
Preis dieser Verbindungen.
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Bei in vitro- und klinischen Untersuchungen stellt sich oft die Frage, welche Komponenten
des Weihrauchextraktes fiir die Wirkung verantwortlich sind. Zwar sind bislang allein die
Boswelliasduren als aktive Inhaltsstoffe identifiziert worden, aber prinzipiell sind weitere
aktive Inhaltsstoffe nicht auszuschlieBen. Auch eine gegenseitige synergistische Verstiarkung
der Boswelliasduren in Mischung oder durch natiirliche Begleitstoffe ist moglich und in vitro
bereits beobachtet,!'®! aber bislang nicht eingehender beschrieben worden.

Patienten mit oben genannten Krankheiten konnen derzeit nur begrenzt Hoffnung in eine
Therapie mit Weihrauch setzen. Selbst bei der derzeit aussichtsreichsten Indikation, den
chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen, hat die Behandlung mit Weihrauchextrakten
noch nicht Eingang in die Standardtherapie gefunden.

1.2 Identifizierung der verschiedenen Weihrauch-Arten

Wie in Kap. 1.1.2 dargelegt, ist die Frage nach der genauen Anzahl der Boswellia-Arten
derzeit nicht abschlieBend beantwortet. Uber Zahl und Identitit der wichtigsten harzliefernden
Spezies aber besteht Einigkeit: B. serrata, B. sacra, B. papyrifera und B. frereana.

Pflanzen dieser Arten konnen aufgrund anatomischer Unterschiede gut voneinander unter-
schieden werden; allerdings sind auch erhebliche Variationen innerhalb eine Spezies beobach-

115 23] Molekularbiologische Verfahren sind hier erheblich sicherer, und auch der

tet worden.
Geruch der reinen Harze ist fiir eine Unterscheidung oft ausreichend. Allerdings geben viele
Harzproben Probleme bei der Spezies-Identifizierung auf, wie sie in Tab. 6 zusammengefasst

sind.

Tab. 6: Probleme bei der Identifizierung der Weihrauchspezies anhand des Harzes.

Art der Probe Problem Hiufigkeit
Handelsprobe Keine Angaben zur Spezies Oft
Mischung von Weih- Speziesbestimmung nach Geruch nicht | Oft
rauchsorten moglich
Mischung von Weih- Andere Harze bringen unspezifische Unbekannt
rauchharz mit anderen |Komponenten ein oder tduschen (Vertfilschungs-
Harzen Weihrauchkomponente vor potenzial)
Alte Proben Umsetzungen, Verlust fliichtiger Bei histori-

Verbindungen schen Proben

Veredelungsprodukte Zugesetzte Aroma- und Farbstoffe und | Oft
(byzantinischer Weih- | Pflanzenteile bringen unspezifische

rauch, Rauchermi- Komponenten ein oder tduschen

schungen) Weihrauchkomponenten vor

Extrakte, Medikamente |Bestandteile anderer Pflanzen und Oft
Hilfsstoffe

Die Frage nach der genauen Anzahl der Boswellia-Spezies und die fehlende Angabe bzw.
Absicherung der Spezies in der Fachliteratur ist in vielerlei Hinsicht von Bedeutung:
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Verbraucher konnen getduscht werden, wenn ein Produkt keinen oder fiir den geplan-
ten Zweck minderwertigen Weihrauch enthdlt. Der Wechsel der Boswellia-Art bei
der Zubereitung von Riduchermischungen kann beispielsweise zur Unzufriedenheit
bei Kunden fithren.[**!

Héndler bieten oft Weihrauchharz- oder Raduchermischungen mit Sortencharakter an.
Bei Lieferengpédssen miissen sie auf Weihrauchharz aus anderen Lindern auswei-
chen. Um dadurch den geruchlichen Charakter der Mischung nicht zu verdndern,
sollte dieselbe Boswellia-Spezies wie zuvor verwendet werden.

Einige Lieferanten von Weihrauchharzen mochten speziesreinen Weihrauch anbie-
ten, was aber nur bei einer eindeutigen Identifizierung moglich ist.

Pharmazeuten und Mediziner bendtigen fiir in-vitro- und klinische Untersuchungen
Harze von definierter Identitit und hoher Qualitit. Anderenfalls ist die Ubertragbar-
keit der Ergebnisse nicht gesichert.

Die Frage der Speziesidentifizierung hat zwei Aspekte: den botanischen und den analyti-
schen. Wie bereits im vorhergehenden Abschnitt dargelegt, besteht zumindest iiber die Zahl
der wichtigen Boswellia-Arten Einigkeit. Sicher kann die Gesamtzahl der Boswellia-Spezies
(Tab. 3) durch molekulargenetische Untersuchungen ermittelt werden; erste derartige
Untersuchungen zu Burseraceen!'?! liegen bereits vor, und weitere zur Gattung Boswellia sind

%91 Derartige Untersuchungen sind jedoch hiufig mangels DNA-Material

derzeit im Gange.
in der vorliegenden Harzprobe nicht durchfiihrbar und in den meisten Situationen auerhalb
der analytischen Moglichkeiten. Daher wird seit dem Beginn der wissenschaftlichen Erfor-
schung des Weihrauchs nach chemisch-analytischen Methoden zur Spezies- und Qualititsbe-

stimmung gesucht.

Alte Arzneibiicher und Lehrbiicher charakterisieren das Weihrauchharz durch Farbe, Form,
Verhalten gegeniiber Losungsmitteln und &dhnlichen physikochemischen Methoden, von
denen einige in Tab. 7 aufgefiihrt sind. Zwar sind die einzelnen Ergebnisse nicht spezifisch
fiir Weihrauchharz und treffen oft auf andere Harze zu; in der Summe ergeben sie jedoch ein
charakteristisches Muster und haben sich somit bis heute erhalten. Spezielle rechtliche
Vorgaben fiir Weihrauchharz gibt es nicht, und auch der Handel ordnet Weihrauchharz nach
historischen Kategorien wie Geruch, GroBe, Farbe und Verunreinigungen. Analytisch-
chemische Untersuchungen sind fiir den Handel zwar prinzipiell moglich, aber derzeit zu
aufwindig.!'*"

Bis ins 20. Jahrhundert hinein war allerdings nur ,,afrikanischer®, ,,arabischer oder ,,indi-
scher” Weihrauch bekannt, wobei die Speziesfrage noch vollig unerforscht war. Angaben aus
alten Werken konnen also nur mit Einschrankungen zur Beurteilung moderner Harzproben
herangezogen werden. Winterstein und Stein, Tschirch und andere Autoren bis in die Gegen-
wart verwenden fast durchweg Handelsproben, zu deren botanischen Ursprung entweder
keine oder nur unsichere Angaben vorlagen.
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Tab. 7: Identifizierung und Qualitdtsbeurteilung von Weihrauchharz (meist historisch). *) mehrere
Angaben nach Arzneibiichern verschiedener Lander.

Priifung Ergebnis Unterscheidung von...
Erhitzen Olibanum schmilzt unter Geruchs- und Blasenbil- | Fichtenharz (keine
dung!'* 127! Blasenbildung)"'*®
Farbe Farbtone von hellgelb iiber rotlich bis braun'* °" | —
Zugabe von Milchige Emulsion!™ "% 1% 12" 1. \Weihrauch Fichtenharz (zeigt
Wasser wird zu einer ,,weiBen zuckerigen Masse*!'*”! glidnzend gelbe Kdrner)
gepulverter Beinahe weifl > 7! —
Weihrauch
Form Vielfiltig, bei guten Qualitdten meist groB3e Stiicke | —
Geruch beim |Balsamig, charakteristisch!® 1% 112 127 192] Hguter  |[—
Erwirmen Geruch“;“g] aber: ,,dhnelt Kolophonium“m]
Geschmack Bitter, scharf, adstringierend, aromatisch;'* 1% 112 [ —
15, 127, 191, 192] A ysnahmen: ,,geschmacklos“,[”]
,.schlechter Geschmack*!"”!
Loslichkeit ...Ethanol: mit geringem Riickstand;""™ ...ver- Fichtenharz (16st sich
in... schiedenen Losungsmittel: nur teilweise''* > 12! | vollstindig)!'®!
Anteil etheri- |S. Tab. 4
scher Ole
Farbreaktio- |Liebermann-Burchard-Reagenz;'"””! Hesse’sche  |—
nen Reaktion!®”!
Konsistenz Wachsartig/fest!'® '+ 1 Fichtenharz (fiihrt zu
klebrigem Harz)!'*®!
Unloslicher Ethanolunléslicher Anteil nicht mehr als 35 %" {—
Anteil bzw. 30 %! 1)
Asche Spuren;[m] 53%;[192] 2bis<4 %*;[113] sdureunlos- | —
liche Asche <0,1 %"
Sonstiges Beim Kauen entsteht milchige Emulsion,“og] u. U. | Mastix, Sandarak:

klebrig;!''> 1> 1271921 Siurezahl 30-35 bzw.
42-52%*, Verseifungszahl 75-85 ;[113 I Sdure- und
Esterzahl (o. weitere Ang.);'"”* Pflanzenteile ,,nur
in ganz geringer Menge* !'"*!

erhohte Esterzahl;
Kolophonium:
Saurezahl >35'%

Mit der fortschreitenden Entwicklung analytisch-chemischer Methoden wurden diese auf

die Frage nach Qualitdt und Herkunft von Weihrauchharz angewendet.

Prinzipiell ist es moglich, Weihrauchsorten anhand von speziestypischen Verbindungen zu

identifizieren. So ist Incensol bislang nur aus dem Harz von B. sacra

[194, 195

I'(aber moglicher-

weise auch B. frereana, s. folgenden Absatz) und Canariensdure 30 nur aus B. neglecta

isoliert worden.""””! Es ist aber weder geklirt, ob diese beiden Verbindungen tatsichlich nicht

in den Harzen anderer Arten vorkommen, noch sind entsprechende Verbindungen in anderen

Spezies identifiziert worden. Statt dessen wird bei den bis dato verdffentlichten Ansétzen ein

chromatographischer Fingerabdruck mit u. U. unbekannten Substanzen erstellt oder das Ver-
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teilungsmuster ausgewihlter bekannter Substanzen erhoben. Beides hat Vor- und Nachteile:
Die Analyse des Fingerabdruckes ist robust, setzt aber die Kenntnis eines typischen Fingerab-
drucks und {iiberhaupt einen konstanten Fingerabdruck des Weihrauchharzes voraus. Eine
Bestimmung speziescharakteristischer Verbindungen ist sehr spezifisch, setzt aber Referenz-
substanzen und eine gute Abtrennung von unspezifischen Komponenten voraus.

Aufgrund des charakteristischen Geruchs einiger Weihrauchharze war der erste und nahe-
liegende Ansatz, den fliichtigen Anteil zur Analyse heranzuziehen. Obermann!'®® fand das

107, 197] :

bereits von anderen Arbeitsgruppen beschriebene Incensol! im Weihrauchharz der Sorte

,Eritrea, aber nicht in der Sorte ,,Aden®. Die Zuordnung zu einer botanischen Spezies war

1 1 .
(195, 198] {5t davon

mangels Referenz nicht moglich, aber infolge spiterer Veroffentlichungen
auszugehen, dass es sich bei dem incensolhaltigen Harz um jenes von B. frereana handelt.

Ein weiterer Ansatz bei der Untersuchung besteht in der Quantifizierung charakteristischer
fliichtiger Komponenten: Beim etherischen Ol der bereits oben erwiihnte Harzsorte ,,Aden‘
dominiert gaschromatographischen Untersuchungen zufolge o-Pinen (43 %) neben wenig
Octylacetat (1,5 %). Beim Harz ,,Eritrea“ hingegen liberwiegt Octylacetat (52 %) und o-Pinen
kommt nur in geringer Menge vor (5 %).1"*®! Strappaghetti e al."*® fanden im etherischen Ol
aus dem Harz von B. frereana neben mehreren Monoterpenen (darunter o-Pinen) als Haupt-
komponente p-Cymol. Auch die Hauptkomponenten der afrikanischen Sorten B. neglecta
(19,2 % a-Thujen, 16,7 % a-Pinen, 12,5 % Terpinen-4-ol ), B. rivae (14,8 % Limonen) und
B. pirottae (15,5 % trans-Verbenol) sind bekannt.!"*"!

Andere gaschromatographische Methoden verwenden das ganze Harz, um Weihrauchharz
vom Harz anderer Pflanzen zu unterscheiden. Mit dieser Methode wurden bereits eine Reihe
interessanter Fragestellungen bei der Untersuchung von archiologischen Proben und Kunst-

200. 201 Fine Unterscheidung zwischen den einzelnen Boswellia-

[202]

gegenstinden beantwortet.!

Arten wurde nicht unternommen; gleiches gilt fiir Untersuchungen mittels IR- und

Raman-Spektroskopie.[2** 24

Hairfield ez al. *¥ und spiter Hahn-Deinstrop und Koch!?%*!

identifizierten Harzproben von
B. serrata, B. sacra und B. papyrifera iiber DC-Fingerabdriicke und spéter iiber GC-MS der
Boswelliasdure-Methylester;*°") Chiavari et al. **” unterschieden mit Hilfe von GC-MS Harz

von B. sacra von demjenigen von B. frereana.

Die beschriebenen Ansdtze unterliegen den iiblichen Einschrinkungen der jeweiligen
Methoden und wurden bislang nur auf eine geringe Anzahl von Boswellia-Arten angewendet.
Es besteht daher weiterhin Bedarf an einer schnellen, robusten, einfachen, billigen und
trotzdem sicheren Methode zur Speziesidentifizierung, die auf reine Harze, Harzmischungen,
Réauchermischungen, Medikamente und andere Verarbeitungsprodukte anwendbar ist.

Da die Pflanzen der verschiedenen Boswellia-Arten zwar z. T. leicht voneinander zu unter-
scheiden sind, die Sammler aber i. d. R. keine Bestimmung der Ursprungspflanze vornehmen
und das gesammelte Harz vieler Biume mischen, muss eine solche Identifizierung grundsitz-
lich aus dem Harz erfolgen, das meist nicht geniigend Pflanzenmaterial (z. B. Blitter) fiir
andere Arten der Identifizierung enthilt.
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1.3 Identifizierung unerwiinschter Beimischungen im Weihrauchharz

Das Problem der Verunreinigungen ist eng mit der Unterscheidung verschiedener Boswel-
lia-Spezies verbunden, denn die Identifizierung einer Beimischung ohne genaue Kenntnis
tiber alle natiirlichen Inhaltsstoffe ist prinzipiell schwierig.

Angaben zu Verfalschungen von Weihrauch mit anderen Harzen oder Pflanzenbestandtei-
len sind sowohl in der klassischen als auch in der modernen Literatur spérlich. ,,Hagers

«[113]

Handbuch der Pharmazeutischen Praxis erwihnt Kolophonium und Martinetz e al.!”

zusitzlich Terpentin als wichtigste unerwiinschte Beimischungen des Weihrauchharzes.
[127]

Zornig" ~"' nennt Tannenharz, Kolophonium, Mastix und Sandarak als mdgliche Verunreini-

gungen. Henkel!'"!

zufolge erkennt man eine Fichtenharzbeimischung ,,an der klebrigen
Beschaffenheit und dem volligen Schmelzen ohne Aufbldhen beim Erwédrmen. Nach
Wasicky!'”?! weist eine Saurezahl von mehr als 35 auf eine Kolophoniumbeimengung und
eine erhohte Esterzahl auf Sandarakzusatz hin; ein allgemeiner Test auf die Authentizitéit des
Weihrauchharzes sei der Anteil des in Weingeist unldslichen Harzes (max. 30 %). ,,Hagers

«l113] gibt als einzige Quelle zwei qualitative chemi-

Handbuch der Pharmazeutischen Praxis
sche Tests auf Verfilschungen an: ,,Wilder Weihrauch (Olibanum silvestre, Fichtenharz)
wird anhand einer Rotfiarbung erkannt, die bei der Zugabe konzentrierter Schwefelsdure zu
einer Losung von Harz in Essigsdure auftritt. Zur Identifizierung einer Kolophonium-
Beimischung wird die Harzprobe mehrmals mit Petrolether extrahiert und der Riickstand nach
Verdampfen des Extraktionsmittels in wenig Aceton geldst. Kolophonium zeigt sich durch
Auskristallisieren von Abietinsdure und deren Derivaten. Der Test auf Kolophonium beruht
auf der Tendenz von Abietinsdure und ihren Isomeren, aus Aceton auszukristallisieren.
Allerdings kann dieses Kristallisieren je nach Vorbehandlung des Kolophonium verzogert
auftreten oder génzlich ausbleiben.'! Zur Aussagekraft dieses Tests bei Verarbeitungsproduk-
ten des Weihrauchharzes ist nichts bekannt.

Weitere Versuche zur Identifizierung oder gar zur Quantifizierung von Weihrauchbei-
mischungen sind in der Literatur nicht beschrieben. Auch die Frage, wie verbreitet derartige
Verunreinigungen sind, ist derzeit nicht beantwortet.

1.4 Die Verwendung von lonenaustauschern bei der Isolierung von Naturstoffen

Das Phinomen des Ionenaustausches, d. h. des Austausches von gelosten Molekiilen glei-
cher Ladung bei Kontakt mit einer festen Matrix, ist bereits seit dem 19. Jahrhundert einge-

(2081 Die Verwen-

hend untersucht und wahrscheinlich bereits viel frither beobachtet worden.
dung von lonenaustauschern zu analytischen und pridparativen Zwecken wurde durch die
Einfiihrung von Phenol/Formaldehyd-Harzen mit schwach basischer Ionenaustausch-
Fiahigkeit intensiviert.”® Es folgten die Entwicklung Polystyrol-basierter, makropordser

(,,makroretikuléirer‘‘)[2 10]

und Polyacryl-basierter Harze, wodurch sich die routinemafige
Anwendung von Ionenaustauschern kontinuierlich ausgeweitet hat.*'" ' Der Einsatz
anorganischer Austauscher (Silikate, Zeolithe) ist von weitaus geringerer Bedeutung. Die
Wasserbehandlung, vorwiegend die Entsalzung, ist nach wie vor Anwendungsgebiet fiir etwa

75 % aller Tonenaustausch-Harze.*'”! Aber auch zahlreiche andere Anwendungen basieren



1.4 Die Verwendung von lonenaustauschern bei der Isolierung von Naturstoffen 21

heute auf dem routineméfBigen Einsatz von Ionenaustauschern (siche Tab. 8). Das Verstopfen
durch unspezifische Adsorption organischer Verbindungen (fouling) und die kurze Lebens-
dauer stellen hiufig ein Problem dar; sie konnen aber durch geeignete Regenerierungsmal-

nahmen wirksam riickgéingig gemacht werden.!*'”!

Tab. 8: Ubersicht iiber Einsatzgebiete von Ionenaustauschern.

Einsatzgebiet Anwendungsbeispiele

Verschiedene Industrie- | Wasseraufbereitung, Entsalzung, Abwasseraufbereitung, >
zZweige Herstellung ultrareinen Wassers (weitaus grofites Einsatzgebiet)
Pharmazie Tonenaustauscher als Wirkstofftriger'” '
Lebensmitteltechnologie | Weinbehandlung'*"”

Analytische Chemie Ionenchromatographie zur Quantifizierung von organischen und

anorganischen Ionen in Wein®'® und Industrieabwissern;*'” SiiB-

stoffen, Konservierungsmitteln und Methylxanthinen;**! Sorbin-
und Benzoesaure in verschiedenen Lebensmitteln'?*" und Farb-
stoffen in Getrinken;***! Phytinséure in Getreide-, Ol- und
anderen Saaten; ! Aryl-/Alkylaminen und Chinolinen;***!
heterozyklischen aromatischen Aminen in gebratenem Fleisch'**’

Synthesechemie Naturstoffisolierung, > Gewinnung von reinem Ethylacetat'>"
und Metallen,'** reaktive Destill'ation,[229'23 31 Jonenaustauscher
als Katalysatoren!** %!

Durch den geringen Grad der Quervernetzung in gelartigen Ionenaustauschern kommt es
bei pH-Wert- oder Losungsmittelwechseln zur Schrumpfung oder Quellung, wahrend makro-

pordse Austauscherharzel*'”!

eine stirkere Quervernetzung und dadurch ein Minimum an
Volumenénderung zeigen. Der damit verbundene ungehinderte Zugang zu aktiven Stellen, die
mechanische Stabilitit und groBere Bestindigkeit bei langem Kontakt mit organischem
Material haben zu einer Zunahme der Anwendungsmoglichkeiten fiir Ionenaustauscher
gefiihrt. Wéhrend gelartige Austauscherharze (entwickelt in den 1930er Jahren) weiterhin bei
der Wasserenthértung vorherrschen, sind ihre 20 Jahre jiingeren makropordsen Gegenspieler
bei der sdurekatalysierten MTBE-Synthese oder der Entfirbung von Zuckersirup im Einsatz.
Bei Anwendungen in der Halbleiterherstellung und Pharmazie variiert der lonenaustauscher-
typ entsprechend den speziellen Anforderungen des Prozesses.

Auch in der analytischen Chemie, speziell auf dem Lebensmittel- oder pharmazeutischen
Sektor, wird weithin Gebrauch von der lonenaustauschertechnik gemacht. Mit der Anwen-
dung bei der Entwicklung moderner Systeme zur Verabreichung von Medikamenten (drug-
delivery systems, DDSs) schlieBt sich der Kreis der Anwendungen: Pharmazeutische Wirk-
stoffe konnen so kontrolliert und zielgerichtet freigesetzt oder der unangenehme Eigen-

geschmack von Medikamenten maskiert werden.*% %"

Ionenaustauscher haben bei der Isolierung von Naturstoffen bereits breite Anwendung
gefunden.”” Die Verwendung eines Ionenaustauschers bietet sich als Alternative zur
klassischen Fliissig-Fliissig-Extraktion mit organischen Losungsmitteln und wissriger Alkali-
lauge an, da sie schnell und in beinahe beliebig groBem Malstab durchgefiihrt werden kann.
Die Verwendung von lonenaustauschern in nicht-wissrigen Medien ist wenig verbreitet, in
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238]

ihren Grundziigen jedoch seit geraumer Zeit bekannt: Korkisch und Urubay®®! entwickelten

bereits 1964 eine Methode, um Uran in Mischungen organischer Sduren und aliphatischer

([239-241]

Alkohole, Aceton oder Dioxan von anderen Metallen zu trennen. Pietrzy untersuchte

die Tauglichkeit verschiedener Losungsmittelmischungen mit und ohne Wasserzusatz und
zeigte die Uberlegenheit makropordser gegeniiber gelartigen Austauscherharze; Thomas®*?!
demonstrierte anhand der Trennung von Chlorphenolen und Rohdlkomponenten, dass
Ionenaustauscher in organischen Losungsmitteln fiir analytische Zwecke ausreichend stabil

sind.

1.5 Isolierung und Partialsynthese von Boswelliasduren und deren Derivaten

Die Isolierung und Aufreinigung natiirlicher Boswelliasduren hat sich bis heute kaum von

der klassischen Methode von Winterstein und Stein**

entfernt: Letztere reinigten Acetyl-bos-
welliasdure als Mischung der a- und B-Isomere liber den Weg des Bariumsalzes und des ge-
mischten Anhydrids mit Essigsdure auf. Die Methode wird schematisch in Abb. 6 dargestellt
und mit derjenige von Shao et al.®” verglichen, die eine schnellere Methode zur Isolierung
der Boswelliasduren entwickelt haben. Andere Autoren®* *** haben meist die von Be-
ton et al.**! modifizierte Variante der Isolierung nach Winterstein und Stein®* angewandt
oder die Sduren aus dem unbehandelten Rohextrakt gewonnen.”” In neueren Arbeiten
schlieBen die Isolierungen in der Regel mit einer priparativen HPLC ab.®” Erst
Shao et al.” verwendeteten 1998 die Siurefraktion und nicht den gesamten Harzextrakt als

Ausgangsmaterial fiir die Isolierung einzelner Boswelliasduren, s. Abb. 6.

Weihrauchharz Weihrauchharz
l Et,0, 48 h MeOH, 1 h*
Extrakt Extrakt
Ba(OH),, 100 h lKOH/HZO, 1 h*
Bariumsalz Kaliumsalzlosung
Ac,0,A,6h HCVH,O
gemischtes Anhydrid Boswelliasdurelosung
Extrahieren (1 h*)
MeOH, 2 h l Trocknen (12 h)
Boswelliasduren Harzséuren

(v.a. B-AKBA, B-ABA) (natiirliches Saurespektrum)

A B

Abb. 6: Vergleich von Methoden zur Isolierung von Boswelliasduren. A: Methode nach Winterstein
und Stein;**! B: Methode nach Shao er al”® (*: Zeitbedarf geschitzt). Alle Zeitangaben sind
zuziiglich etwaiger Aufarbeitungsschritte wie z. B. Entfernen des Losungsmittels am Rotationsver-
dampfer zu verstehen.



1.5 Isolierung und Partialsynthese von Boswelliasduren und deren Derivaten 23

Weihrauchextrakte stellen ein schwieriges Ausgangsmaterial fiir die Isolierung reiner
Substanzen dar. Mehrere Dutzend z. T. schwer voneinander trennbare Inhaltsstoffe sind als
charakteristische oder uncharakteristische Bestandteile bekannt, und zu diesen gibt es nur

wenige und teilweise widerspriichliche quantitative Angaben.”* **!

In der Literatur werden abgesehen von der ,,einfachen* Aufreinigung (d. h. Isolierung aus
dem unverdnderten Extrakt) eine Reihe von AufkonzentrierungsmaBBnahmen beschrieben.
Schon Winterstein und Stein" trennten die in Diethylether schwerloslichen Harzsalze
selektiv von nichtsauren Komponenten und anschliefend, durch Bereitung des gemischten
Anhydrids mit Essigsdure, die Boswelliasduren von anderen Harzsduren. Die Ausbeute an
,Boswellinsdure betrug bei diesem Verfahren etwa 5 Prozent.

Beton und Mitarbeiter®™ variierten die Methode von Winterstein und Stein leicht und
erhielten Material in nur unwesentlich hoherer Menge und Reinheit. Sie geben als erste eine
schliissige Erkldrung flir das in Kap. 1.1.2.1 dargestellte Phdnomen der unterschiedlichen
Drehwerte und flihrten es auf die 3-O-Acetyl-9,11-Dehydro-Boswelliasdure 5 zurtick.
Obwohl die genannten Autoren auch einen Weg zur Minimierung dieses Aufbereitungsarte-
faktes zeigen, bleibt das Problem der Dien-Bildung prinzipiell bestehen. Durch den raschen
Fortschritt der chromatographischen Trennmethoden in den 1970er Jahren wird lange Zeit
kein neuer Ansatz mehr zur Anreicherung der Boswelliasduren vor abschlieBender Aufreini-
gung vorgestellt, sondern die geringe Ausbeute durch hohen Materialeinsatz und extensive
Chromatographie ausgeglichen.

Erst Schweizer fiihrt Mitte der 1990er Jahre wieder Versuche zur Anreicherung der Bos-
wellate im Extrakt des Weihrauchharzes durch, um das effektive, aber problematische
Bariumsalz zu ersetzen. Er verwendet Magnesiumhydroxid zur Fillung der Harzsduren und
gibt dabei Konzentrierungsfaktoren gegeniiber dem Harz von 5-5,5 an.[**>-24¢]

Diese kleine Ubersicht zeigt, dass die bisherigen Methoden zur Isolierung und Aufreini-
gung reiner Boswelliasduren durch hohen Material- und/oder Arbeitsaufwand gekennzeichnet
sind; die Entwicklung einer effizienteren Methode bietet sich demnach an. Eine Synthese, die
grofBe Mengen sauberer Boswelliasduren zum Ziel hat, muss demnach die zuvor skizzierten
Probleme 16sen. Dazu konnen diese wie folgt angegangen und damit jede der vier Boswellia-
sduren einzeln und in hoher Reinheit dargestellt werden:

Als Ausgangsmaterial wird ein Harz mit groem Siuregehalt, speziell an Boswellia-
sduren, verwendet.

Der Weihrauchextrakt wird mit einfachen Methoden von Verbindungen befreit, die
nicht durch einfache Reaktionen in die gewiinschte Boswelliasdure umgewandelt
werden konnen.

Vor dem Aufreinigungsschritt wird der Anteil der zu isolierenden Sdure durch geeig-
nete Umsetzungen erhoht.

Zur ,,Vereinfachung* des Ausgangsmaterials (= Beseitigung von Verbindungen, die nicht
zur gewiinschten Sdure umgewandelt werden kdnnen) dient in der Literatur eine Extraktion
(i. d. R. nach Soxhlet), da der hierbei als unloslich zuriickbleibende Gummianteil in den
meisten im weiteren Verlauf der Isolierung verwendeten Losungsmittel unldslich ist. Der so
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hergestellte Extrakt kann zusétzlich durch klassisches Verteilen zwischen Diethylether und
wissriger Kali- oder Natronlauge einfach, effektiv und ohne Verlust der relevanten Ausgangs-
verbindungen aufkonzentriert werden; allein durch diese beiden ersten Schritte werden je
nach Harz 50-75 % als nichtextrahierbare bzw. nichtsaure Harzkomponenten entfernt.

Bei den Boswelliasduren unterscheiden sich die vier Hauptvertreter 3-BA 1, -ABA 2,
B-KBA 6 und B-AKBA 7 nur durch die Hydroxygruppe an C-3 (die bei B-ABA 2 und
B-AKBA 7 acetyliert ist) und durch die Methylengruppe an C-11, die bei B-KBA 6 und
B-AKBA 7 als Ketogruppe vorliegt. Die Partialsynthese von AKBA 7 beispielsweise kann
sich prinzipiell aus einer Acetylierung und anschlieBender Oxidation einer Mischung der vier
B-Boswelliasduren zusammensetzen. Beim ersten Schritt werden sdmtliche acylierbaren
Strukturen in das Acetylderivat {libergefiihrt, also unter anderem B-BA 1 in B-ABA 2 und
B-KBA 6 in B-AKBA 7. Die anschlieBende Oxidation {iberfiihrt alle oxidierbaren Methylen-
gruppen in das Keton, also auch B-KBA 6 in -AKBA 7. Die Synthese der iibrigen drei
Sauren ist durch entsprechende Kombination von (De)Acetylierung, Oxidation und Reduktion
moglich.

1.6  Analytische Aspekte der Weihrauchchemie

Die Analyse der Weihrauchinhaltsstoffe, insbesondere der Sdurefraktion, bedient sich der
iblichen Methoden der Isolierung, Analytik und Strukturaufkldrung. Diese sollen daher im
Folgenden nur unter Berticksichtung der noch offenen Fragen behandelt werden.

1.6.1 Diinnschicht-Chromatographie

Die Diinnschicht-Chromatographie (DC; thin layer chromatography, TLC) hat sich trotz

Entwicklung schnellerer und auflosungsstirkerer Methoden wie GC und HPLC seit ihren

[247-252]

Anfingen kontinuierlich fortentwickelt, wie ein Blick in die Ubersichten zeigt. Grund

dafiir ist die nach wie vor unschlagbare Kombination aus Robustheit, unkritischer Probenauf-
bereitung, geringem Material- und Zeitbedarf und der Moglichkeit, mehrere Proben parallel

zu analysieren. Neuartige und standardisierte stationdre Phasen sowie Derivatisierungsreagen-

zien'"”> 2> fiir viele spezielle analytische Probleme haben diese Art der Chromatographie zur

Methode der Wahl in der Ausbildung, Routineanalytik und Syntheseverfolgung gemacht.*>*

1 Die Automatisierung (Automated multiple development, AMD), Entwicklung unter Druck
(overpressured layer chromatography, OPLC** 27 gekoppelte Entwicklung und Eluti-

(2581 computergestiitzte Auswertung und Kopplung mit anderen Analysetechniken!®”!

on,
verbessern die Reproduzierbarkeit und reizen die Moglichkeiten der Methode weiter aus. Der
Vorsprung einiger Neuentwicklungen wie z. B. der Adamant-Platten mit stérkerer Fluores-

zenz oder der monolithischen stationidren Phasen muss sich in der Praxis erst noch zeigen.

Die Chromatographie an Silbernirat-impréigniertem Kieselgel (,,Argentations-Chromato-

graphie®) ist eine etablierte Methode zur Trennung strukturell sehr nah verwandter Substan-

[260

zen,”*" insbesondere (Tri-)Terpenen. Sie wurde Anfang der 1960er-Jahre urspriinglich fiir die
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Trennung von Monoterpenen[261

Jund Lipiden**¥ entwickelt. Die Verwendung anderer Silber-
salze wie Perchlorat und Periodat®®! hat sich nicht durchgesetzt.**” Im Gegensatz zu vielen
anderen stationdren Phasen fiir die Fliissig- und Diinnschichtchromatographie ist auch heute

noch die Herstellung eigener silberimprignierter Phasen iiblich.[* 2¢°]

1.6.2 Hochleistungsfliissig-Chromatographie an monolithischer stationdrer Phase

Die préparative Fliissigchromatographie wird im Rahmen der vorliegenden Arbeit ebenso
wie die Diinnschichtchromatographie sowohl an Kieselgel (,,Normalphase®) als auch an
derivatisiertem Kieselgel (in diesem Fall Umkehrphase, reversed-phase, RP) betrieben. Die
analytische Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC) der Boswelliasduren wird aus-
schlieBlich an RP-Phase durchgefiihrt, wie es angesichts der lipophilen Natur der untersuchten
Substanzen sinnvoll ist.

266-270] 1. - . .
I kénnen eine Reihe

Die erst vor wenigen Jahren eingefiihrten monolithischen Phasen!
von Problemen mit herkdmmlichen (,,partikuldren®) Phasen beheben, z.B. lange
Analysenzeiten bei langsam ansteigendem Gradienten und hohe Driicke bei hohem
Wasseranteil in der mobilen Phase. Die neuartige Phase weist gleiche Trennleistungen und
Selektivitit wie eine herkdmmliche HPLC-Sédule mit 5 um Teilchengrofe auf, ist aber von
starrer Struktur und setzt der mobilen Phase weniger Widerstand entgegen. Das Ergebnis ist
ein niedriger Druck bei Flissen von 0,5-2,0 mlx min” und kurze Wasch- und
Aquilibrierzeiten. Umgekehrt konnen monolithische Siulen mit hohen Flussraten betrieben
werden (>10 ml x min™), die bei partikuliren Phasen nicht méglich sind. In den vergangenen
Jahren sind eine Reihe von praxisrelevanten Methoden mit monolithischen stationdren Phasen
entwickelt worden, bei denen herkoémmliche partikuldre Phasen unterlegen oder nicht

. . 1271273
einsetzbar sind.! ]

1.6.3 NMR-Spektroskopie

Die Kernresonanz-Spektroskopie (nuclear resonance spectroscopy, NMR) hat sich seit der
Einfiilhrung der Technik in den 1950er Jahren als tragende Siule der Strukturaufkldrung
komplexer Naturstoffe etabliert. Fiir die Boswelliaséduren und ihre Derivate bietet sich diese
Technik in besonderem MaBe an, da die Massenspektrometrie und die IR- und UV-
Spektroskopie an ihre Grenzen stolen und sich nicht von allen Verbindungen Kristalle fiir die
Rontgenstrukturanalyse herstellen lassen. Die breite Anwendung der NMR-Spektroskopie bei
der Strukturaufklarung zeigt sich an den zahlreichen Verdffentlichungen zu einzelnen

Verbindungen und Ubersichtsartikeln zu diesem Thema*’"

[275, 276]

sowie Fortschritten bei Pulsfolgen
und Auswertungsmethoden.

1.6.4 FAME-GC-MS zur Analytik organischer Sduren

Die Gaschromatographie ist die analytische Methode der Wahl bei der Identifizierung und

Quantifizierung fliichtiger Verbindungen. Mit anderen chromatographischen oder spektro-

277

skopischen Methoden gekoppelt wird sie routineméBig eingesetzt,*’”! wobei Probenvorberei-
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tung und -derivatisierung auf die zu untersuchende Probe und ihre Matrix optimiert werden
kann.?®]

Die GC-(MS-)Analyse von Fetten und Fettsduren in Form ihrer Methylester (fatty acid
methyl ester gas chromatography, FAME-GC-(MY)) ist ein gutes Beispiel fiir die Vielseitig-
keit gaschromatographischer Methoden: Fettsduren kommen in vielen pflanzlichen, mikro-
biellen, tierischen und menschlichen Geweben vor, wobei das Fettsdurespektrum haufig
charakteristisch ist. Abweichungen erlauben Aussagen iiber Beimengungen, Zustand, Her-
kunft und andere Aspekte der Probe. Allerdings sieden Fettsduren oft nicht unzersetzt oder
liegen gebunden vor (z. B. in Wachsen oder Olen) und sind damit einer direkten gaschromato-
graphischen Untersuchung nicht zuganglich. Mit der Derivatisierung zu leicht fliichtigen
Estern lassen sich diese Probleme beseitigen. Durch Umsetzung mit Tetramethylammonium-
acetat (TMAA), Trimethylsulfoniumhydroxid (TMSH),?”**!]" Tetramethylammoniumhy-
droxid (TMAH)* oder anderen Derivatisierungsreagenzien werden freie Fettsduren zu den
entsprechenden Estern umgesetzt und je nach Reagenz auch aus anderen Esterverbidnden um-
geestert, so dass sich die entstandenen Fettsduremethylester unzersetzt verdampfen und
gaschromatographisch auftrennen lassen. Diese Methode ist als ,,Thermisch unterstiitzte
Hydrolyse und Methylierung“?””> 2% (THM-GC) oder ,,Thermochemolyse*!**¢2%"!
bekannt. Routineanwendungen fiir die THM-GC sind derzeit die Untersuchung pflanzlicher

2 Bestimmung ungesittigter Fettsduren in Zoo-

288]

Speisedle,”’!! Alterung von Gemilden,!

12931 und organischer Bestandteile in Meeres-Sedimenten!

plankton sowie die Identifizierung
natiirlicher Wachse.*®* 2! Je nach Fragestellung sind Nebenreaktionen zu beachten, die fiir
das Methylierungsreagens oder das zu untersuchende Substrat spezifisch sein konnen. Die

24 die Ubertragbarkeit auf die Kohlen-
[295]

Verwendung anderer Trialkylammoniumhydroxide,'
hydrat- Analytik!**"’
zeigen, dass die Grenzen der Methode bei weitem noch nicht erreicht sind.

und die getrennte Bestimmung freier und veresterter Fettsduren

Die FAME-GC-MS lésst sich auch bei Terpensiduren und damit bei Sauren aus pflanzli-

2081 jdentifizierten bereits

chen Harzen wie dem Weihrauchharz anwenden; Hairfield et al.!
1989 Weihrauchharz verschiedener Spezies mittels der Gas-Chromatographie nach Umset-

zung der Boswelliasduren zu den Methylestern mit Diazomethan.
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2 Fragestellung

Boswelliasduren sind ausschlieBlich im Harz verschiedener Weihrauch-Arten zu finden
und aufgrund ihrer pharmakologischen Eigenschaften potenzielle Wirkstoffe bei der Behand-
lung verschiedener Krankheiten. Zum Anteil der extrahierbaren Bestandteile und Harzsduren
in den verschiedenen Weihraucharten gibt es in der Literatur widerspriichliche Angaben.
Moglichkeiten zur Identifizierung der Boswellia-Art aus dem Harz wurden bereits entwickelt,
aber nur auf reine Harze und nicht auf deren Verarbeitungsprodukte angewendet. Eine Identi-
fizierung unerwiinschter Fremdharze ist bislang in der Literatur nicht beschrieben. Zu den
Boswelliasduren selbst gibt es derzeit widerspriichliche Angaben zu den chemischen Ver-
schiebungen; eine Moglichkeit einer Herstellung dieser Naturstoffe im groB3en MaBstab fehlt
vollstandig.

Die vorliegende Arbeit geht von einer Sammlung von Proben aus, die unterschiedlichen
Weihrauch-Arten und -Verarbeitungsprodukten entstammen. Von diesen Proben sollen
extrahierbare Bestandteile und daraus die Siurefraktion isoliert und deren Variationsbreite
innerhalb derselben und zwischen verschiedenen Spezies bestimmt werden. Zur Isolierung der
Saurefraktion aus dem Weihrauchextrakt soll dabei eine Methode unter Einsatz eines Ionen-
austauschers entwickelt und mit der herkémmlichen Methode verglichen werden.

Anschlieend sollen DC- und HPLC-Methoden entwickelt werden, um die verschiedenen
Boswellia-Spezies anhand der Boswelliasduren als gattungsspezifische Inhaltsstoffe zu
unterscheiden. Mit Hilfe der aufgefiihrten Methoden soll auch eine Mdglichkeit gefunden
werden, Beimengungen anderer Pflanzenharze zu identifizieren und zu quantifizieren.

Ausgehend von der Mischung aller Sduren im Weihrauchharz sollen ausgewihlte Boswel-
liasduren und einige ihrer Derivate im grofen MaBstab hergestellt und in ihrer Struktur
aufgeklart werden. Ein Vergleich der Analytik von Boswelliasduren mittels DC, HPLC, MS
und NMR soll kldren, welche Kombination dieser Methoden fiir die Qualitdtskontrolle von
Weihrauchharz, dessen Verarbeitungsprodukten sowie daraus isolierten Einzelsubstanzen am
geeignetsten ist.
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3  Ergebnisse und Diskussion

3.1 Identifizierung der Weihrauch-Art bei unbekannten Proben

Derzeit sind 18 verschiedene Boswellia-Spezies bekannt (siehe Kap. 1.1.2), von denen aber
nur vier (B. frereana, B. papyrifera, B. sacra, B. serrata) groBBere wirtschaftliche Bedeutung
besitzen. Grundsitzlich kann eine unbekannte Probe Harz von jeder Weihrauch-Art enthalten.
In der Praxis besteht hdufig das Problem, dass zu einer Probe keine Speziesangabe vorliegt
oder diese nicht gesichert ist. Im folgenden Abschnitt wird die Moglichkeit verfolgt, die
Weihrauch-Arten anhand ihres Geruches, des Extrakt- und Saureanteils sowie der Diinn-
schicht- und HPLC-Chromatogramme der Séurefraktion zu identifizieren.

3.1.1 Unterscheidung anhand Geruch, Extrakt- und Séureanteil

Weihrauchharz kommt in den unterschiedlichsten Qualitdten und Verarbeitungsgraden in
den Handel und wird fiir verschiedene Zwecke genutzt. In Europa dient Weihrauchharz v. a.
als Rauchermittel (im religidosen und nicht-religiosen Rahmen), zur Verbesserung der Raum-
luft (in Duftlampen o. 4.) und fiir medizinische Anwendungen. Die Verwendung in Lebens-
mitteln und Kosmetika spielt hierzulande im Gegensatz zu den Ursprungsldndern des Weih-
rauchs nur eine untergeordnete Rolle. Fiir die vorliegende Arbeit wurden aus verschiedenen
Quellen Weihrauchharzproben bezogen. Sie variieren hinsichtlich der Sicherheit der Spezies-
angabe, des Alters und des Verarbeitungsgrades, wie aus Tab. 9 ersichtlich ist.

Tab. 9: Harzproben, sortiert nach Art, Alter und Sicherheit der Speziesbezeichnung. Zur Einordnung
der Sicherheit der Speziesangabe von 0 (,,nicht gegeben®) bis 3 (,,gesichert™) s. Anhang A ab S. 160.

Art der Probe Sicherheit der Speziesangabe .
Spezies
0 1 2 3
Neue Harzproben 11 4 9,32 B. carteri
(1-10 Jahre) 8,10 B. frereana
7 B. frereana, B. bhau-dajiana

31 B. papyrifera

3 6,16, 17 |B. sacra

12,13 | 1,2 B. serrata

18,19 | B. socotrana

5 33 B. papyrifera
Alte Proben 29,30 |B. ameero
(ca. 120 Jahre) 14 B. serrata
Réuchermischungen und 15 B. sacra
sonstige Verarbeitungsprodukte | 20, 28 keine Angabe
Medikamente, 23 B. sacra
Nahrungserginzungsmittel 21,22 | B. serrata

Extrakte 24-27 B. serrata
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Die genaue Bezeichnung der 33 Harzproben mitsamt Angaben zur botanischen und geo-
grafischen Herkunft gibt Tabelle 10; ausfiihrlich werden alle Proben in Anhang A ab S. 160
beschrieben.

Tab. 10: Ubersicht iiber die verwendeten Harze und Harzverarbeitungsprodukte. Die Zahl in eckiger
Klammer (Spalte ,,Spezies™) gibt die Sicherheit der Speziesangabe auf einer Skala von 0 (,,nicht

gegeben®) bis 3 (,,gesichert™) an, s. Text und Anhang A, S. 160.

Nr. Probe Kurzbe- Spezies Herkunft
zeichnung
1 |,,Gummi Olibanum Indisch Granen” Bser Grl B. serrata [2] Indien
2 |,,Gummi Olibanum Indien 1. Wahl” Bser IW1 B. serrata [2] Indien
3 |,,Gummi Olibanum Oman weill No. 1 | Bsac Oml B. sacra [2] Oman
4 |,.Gummi Olibanum Trdnen No. 1¢ Bcar Tl B. carteri [2] Somalia
5 |,,Gummi Olibanum Eritrea Erbsen* Bpap Erl B. papyrifera (2] Eritrea
6 | Weihrauchharz Bsac MAI B. sacra [3] Oman
7 |,,Olibanum in granis* Bf-b Cal B. frereana k. A.
B. bhau-dajiana [2]
8 | Weihrauchharz Bfre G1 B. frereana [3] Somalia
9 | Weihrauchharz Bcar G1 B. carteri [3] Somalia
10 | Weihrauchharz Bfre MTI B. frereana (3] Somalia
11 | Weihrauchharz Olib PMK1 k. A. [0] Yemen
12 | Weihrauchharz Bser OW1 B. serrata [1] Indien
13 | Weihrauchharz Bthu OwW1 B. thurifera [1] Somalia
14 | Weihrauchharz Bser BGBM1 | B. serrata [1] Indien
15 | Byzantinischer Weihrauch Bsac BAI B. sacra [1] | Griechenland
16 | Weihrauchharz Bsac YP1309 | B. sacra [3] Yemen
17 | Weihrauchharz Bsac NK6066 | B. sacra [3] Yemen
18 | Weihrauchharz Bsoc YP2583 | B. socotrana [3] Yemen
19 | Weihrauchharz Bsoc YP2312 | B. socotrana [3] Yemen
20 |,,Olibanum ,Aden’ “ Olib Adnl k. A. [0] k. A.
21 |Medikament H15 (Gufic) Bser HI15-1 B. serrata [3] Indien
22 | Medikament Sallaki (Gufic) Bser Sal-1 B. serrata [3] Indien
23 | Nahrungserginzungsittel (HWS) Bsac HWS1 B. sacra [1] k. A.
24 | Weihrauchextrakt Bser Bl B. serrata [1] Indien
- | (verschiedene Chargen) bis Bser Bl4
27
28 |Réauchermischung ,,Palédstina‘“ MPal JGS1 k. A. [0] k. A.
29 | Weihrauchharz Bame K63482 | B. ameero [3] Yemen
30 | Weihrauchharz Bame K63154 | B. ameero [3] Yemen
31 | Weihrauchharz Bsoc K72998 | B. sacra [3] Somalia
32 | Weihrauchharz Bcar K73308 | B. carteri [3] Somalia
33 | Weihrauchharz Bpap K63171 | B. papyrifera (3] Athiopien
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Bereits die duBlere Erscheinung der Proben zeigt die natlirliche Variation dieses Harzes:
Die Farbe reicht von Zitronengelb (Proben 8 und 10) iiber gelbbraune, bernsteinfarbene
(Probe 5) und rotliche Tone (Proben 3, 14, 29) bis hin zu braunen (Probe 4) und beinahe
schwarzen Harzstiickchen (Probe 1). Dieser aus der Literaturl» % 7+ 1085 13- 127. 1911921 el annte
Regenbogen an Weihrauchfarben wird je nach BrockengroBe weiter aufgeteilt: Kleine
Brocken und Splitter inhomogener Proben (z. B. Proben 18, 19 und 29) sind eher glasartig-
durchscheinend, die groBeren Stiicke oft milchig-triib. Frische Bruchkanten sind teils uneben
und matt, teils glatt und glinzend, werden aber an der Luft rasch matt. Nur die Proben von
B. frereana (Proben 8 und 10) zeigen durchweg hellgelbe, perlmuttartige Tone und die sehr
alten Proben (14, 29, 30) einen karamellartigen Braunton mit rotlichem Anteil. Letzteres
konnte ein allgemeines Zeichen fiir alte Weihrauchharze sein, da derartige Farbnuancen bei
den jiingeren Harzproben fehlen. Es bedarf aber einer Untersuchung weiterer, alter Proben,
bevor es als verlidssliches Zeichen gelten kann. Henkel,!'®! Howes!"! und andere Autoren!'"
127. 1921 peschreiben derartige Farbtone bei ihren damals frischen Proben. Es ist daher moglich,
dass diese Farbtone unabhéingig vom Probenalter zum natiirlichen Farbspektrum des Weih-
rauchharzes gehoren. Neben den Farbverdnderungen durch Beimischung (byzantinischer
Weihrauch, Nr. 15; Riuchermischung ,Paldstina®, Nr.28) ist die Unterscheidung der
Weihrauchspezies aufgrund der Farbe bei reinen Harzen nicht moglich.

Der Geruch der Proben und der daraus gewonnenen etherischen Extrakte variiert sehr
stark. Grundsitzlich lassen sich weihrauchtypische, wiirzig-aromatische, zitrusartige und an
Nadelwald erinnernde Noten unterscheiden; in der Regel herrscht eine dieser Qualititen vor.
Proben von B. serrata riechen in der Regel charakteristisch weihrauchartig, wahrend bei
B. frereana und teilweise auch B. papyrifera zitrusartige Komponenten und bei B. sacra
zusitzlich an Nadelwald erinnernde Noten dominieren. Bei vielen Proben ist der Geruch
allein kein taugliches Mittel zur Beurteilung, da der Geruch schwach ausgeprigt ist. Ursache
dafiir kann eine lange Lagerung sein (so z. B. bei den alten Proben 14, 29 und 30) oder eine
starke Verarbeitung des Harzes (z. B. bei der feinkornigen Probe Nr. 1 oder den Medikamen-
ten). Einige Proben enthalten kaum noch geruchsaktive Verbindungen (Proben 12 und 24-27),
sind mit anderen Aromastoffen versetzt (byzantinischer Weihrauch, Nr.15; Rauchermischung,
Nr. 28) oder haben Fremdgeriiche aufgenommen (Proben 12 und 13). Wie bei der Farbe
versagt bei Weihrauchmischungen und dem byzantinischen Weihrauch eine Einordnung iiber
den Geruch, da diesen Produkten Aromastoffe zugesetzt wurden und deren Geruch den weih-
raucheigenen Geruchseindruck iiberlagert.

Verunreinigungen wie andere Pflanzenteile oder Rindenstiicke ermoglichen ebenfalls keine
Aussage iiber die Weihrauchspezies. Die Konsistenz der vorliegenden Proben variiert von
weich und zdh (Proben 8 und 10) tiber sandartig und briichig (Proben 1, 12, 13) bis sehr hart
und zum Splittern neigend (Proben 6 und 16). Nur die Proben von B. frereana zeichnen sich
alle durch eine weiche Konsistenz aus. Da die meisten Proben sicher von irgendeiner
Weihrauch-Art stammen, belegt diese Beobachtung den in Kap. 1.1 (S. 1) erwéhnten Verzicht
auf die Unterscheidung zwischen Balsam, Hartharz und Gummiharz. Weihrauchharz kann in
jede dieser Kategorien gehoren.
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Aufgrund der dargestellten grundlegenden Untersuchungen (Farbe, Geruch, Konsistenz)
konnen RegelmiBigkeiten in Bezug auf Boswellia-Spezies, Alter und geografische Herkunft
der Proben ausgemacht werden:

- Proben von B. frereana erscheinen durchweg hellgelb und sind von zdher Konsistenz, bei
anderen Harzsorten ist aufgrund duBerlicher Merkmale keine allgemeine Aussage mog-
lich. Die Farbe des Harzes von B. frereana kann jedoch auch ein Ergebnis der Sortierung
des Rohharzes darstellen und muss nicht speziestypisch sein: Das Harz wird in Somalia
nach GroBe, Farbe und Verunreinigung in mehrere Qualititen sortiert..”! Die Farben der
vorliegenden Proben des Harzes von B. frereana sind also moglicherweise nicht repra-
sentativ flir das gesamte Harz dieser Spezies.

- Der Geruch kann bei reinen Harzen gute Hinweise geben, zumal in der Literatur charak-
teristische geruchsaktive Inhaltsstoffe fiir einige Boswellia-Spezies beschrieben sind
(siche Kap. 1.2, S. 16) Eine solche Zuordnung setzt jedoch Erfahrung und eine ausrei-
chende Zahl an Referenzproben voraus und versagt bei Verarbeitungsprodukten oder
sehr alten Proben. Der Geruch erlaubt im Idealfall eine MutmaBung und ist im schlech-
testen Fall unbrauchbar.

- Verunreinigungen lassen nur Riickschliisse auf die Qualitdt des Harzes und nicht auf die
Boswellia-Spezies zu. Prinzipiell ist es denkbar, aufgrund der anatomischen Unterschie-
de von Rinde o. &. zwischen verschiedenen Spezies zu unterscheiden. Derartige Indizien
sind aber nicht in allen Proben vorhanden, vor allem nicht in hochwertigen Produkten
und solchen fiir die medizinische Anwendung. Diese Mdglichkeit zur Identifizierung der
Weihrauch-Art wurde daher nicht weiter verfolgt.

- Die Konsistenz der Weihrauchharzproben schwankt sehr stark. Wahrend die meisten zéh
bis glasartig-hart sind, gibt es auch solche mit weicher, kaugummiartiger Konsistenz.
Vor allem unter denjenigen Boswellia-Arten, von denen keine Proben vorlagen, gibt es
laut Literatur noch einige von eher weicher Beschaffenheit. Es ist daher sinnvoll, Weih-
rauchharze grob in ,,weihrauchartige* (= feste bis glasartige) und ,,elemiartige® (= vis-
kose, kaugummiartige) Proben zu unterteilen.

Bei diesen Schlussfolgerungen muss die immer noch geringe Datenbasis beachtet werden,
auf deren Grundlage sie gezogen wurden. Eine Speziesidentifizierung ist allein aus Farbe,
Geruch und Beschaffenheit der Probe nicht moglich.

Da der Hauptaugenmerk der Untersuchung auf der Sdurefraktion des Weihrauchharzes
liegt, werden zunéchst alle Proben einer erschopfenden Extraktion mit einem geeigneten
Losungsmittel unterworfen. Anschlieend erfolgt die Abtrennung der Harzsduren von den
ibrigen Verbindungen durch Fliissig-Fliissig-Extraktion zwischen Diethylether und wéssriger
Kalilauge. Die Anteile an Extrahierbarem und Saurefraktion sowie das Verhiltnis dieser
beiden Komponenten kénnen neben Geruch und Farbe als zusitzliche Charakteristika fiir
Weihrauchharze angesehen werden.

Die Bereitung eines Weihrauchextraktes (,,Rohextrakt™) erfolgt bei groferen Ansétzen
(50-1.000 g) zweckmiBig in einem Soxhlet-Extraktor mit Diethylether als Extraktionsmittel.
Andere geeignete Losungsmittel konnen zu einer starken thermischen Belastung der im
Sumpfkolben befindlichen extrahierten Substanzen fiihren (Ethanol, Aceton, Methanol) oder
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sind aus Umwelt-, Sicherheits- oder toxikologischen Griinden zu vermeiden (Dioxan, THF,
DCM, Chloroform). Der Ablauf der Soxhlet-Extraktion ist bei allen Proben zu Beginn
deutlich gelb bis braun gefarbt und zeigt eine starke Schlierenbildung. Eine Probe daraus zeigt
nach Abblasen des Losungsmittels auf einem Uhrglas einen zdhen, intensiv duftenden Riick-
stand. Nach 10-15 Abldufen ist der Ablauf der Extraktion weitgehend farblos und schlieren-
frei; zur Sicherheit werden bei allen Proben mehr als 30 Extraktionsschritte durchgefiihrt.

Der so erhaltene Rohextrakt ist eine gelbe bis braune, mehr oder weniger viskose und
meist klare Masse, die beim Entfernen des Losungsmittels zu einem Schaum erstarrt. Als
zweckméBig stellt sich das Abrotieren ohne Erwdrmen unter Vakuum heraus. Bei einigen
Proben (z. B. 4, 14, 16, 17 und 18) wird auf diese Weise ein gelbbrauner bis brauner Schaum
erhalten, der sich zu einem feinen, trockenen Pulver zerreiben lidsst. Bei anderen Rohextrakten
hingegen verklumpt der Rohextrakt allméhlich, z. B. bei den Proben Nr. 8, 13 und 15.

Da von einigen Proben nur wenige 100 mg Rohextrakt gewonnen werden, wurde in einer
Messreihe die Tauglichkeit gangiger Losungsmittel fiir die Extraktion von Weihrauchharz
getestet. Eine solche Fragestellung ist auch fiir solche Situationen relevant, in denen geringer
Zeitaufwand und sparsamer Materialeinsatz hohe Prioritit haben. Eine genau eingewogene
Menge frisch vermahlenen Weihrauchharzes wird zwischen zwei Wattebduschen in einem
Glasrohr mit Glasfritte extrahiert. Dazu wird insgesamt fiinfmal mit je 20 ml Losungsmittel
pro Gramm Probe extrahiert und der Rohextrakt nach jedem Durchgang gravimetrisch
bestimmt, d. h. bei einer Probe von 5 g wird mit insgesamt 5 x 100 ml Lésungsmittel extra-
hiert. Wie Abb. 7 zeigt sind diese Mengen bei fast allen getesteten Losungsmitteln ausrei-
chend zur erschopfenden Extraktion von Weihrauchharz. Zwischen der Effizienz der Lo-
sungsmittel bestehen aber Unterschiede, die in Abb. 7 erkennbar werden:
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Abb. 7: Ausbeuten bei der stufenweisen Extraktion von Weihrauchharz mit verschiedenen Losungs-
mitteln. Verwendet wurden jeweils 5 g Harz von B. sacra (Probe 3, Bsac Om1). Bei Pentan (unterste
Reihe) wird nach insgesamt 500 ml eine Extraktion mit 100 ml Methanol nachgeschaltet. Die
unterschiedlichen maximalen Ausbeuten beruhen auf natiirlichen Schwankungen, siehe Text.
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Bei iso-Propanol, Aceton, Methanol und Ethylacetat werden schon nach der ersten Extrak-
tion mit 20 ml x g™ praktisch alle extrahierbaren Bestandteile aus der Probe geldst. Nach dem
zweiten Extraktionsschritt dieser Art ist die Extraktion bei diesen Losungsmitteln abgeschlos-
sen und liefert Ausbeuten von 55-60 % bezogen auf das Harz. Sie liegen nur knapp unter der
Ausbeute bei der Soxhlet-Extraktion mit Diethylether (65-70 %). Diethylether und Dichlor-
methan sind ebenfalls effiziente Losungsmittel; allerdings werden nach umgerechnet 20 ml
Losungsmittel pro Gramm Probe erst 70-80 % und erst nach 40 ml x g (Diethylether) bzw.
60 ml x g (Dichlormethan) alle extrahierbaren Bestandteile geldst. Pentan schlieBlich ist als
Extraktionsmittel ungeeignet, da selbst mit groBen Volumina nur etwa die Hilfte der extra-
hierbaren Bestandteile gelost werden. Dies liegt allein am Losungsmittel, denn eine nachge-
schaltete Extraktion mit 20 ml Methanol pro Gramm Probe extrahiert die pentanunldslichen
Bestandteile und steigert die Ausbeute auf die mit den anderen Losungsmitteln erreichbaren
Werte.

Die oben genannten Ergebnisse wurden mit einer Harzprobe von B. sacra erhalten (Pro-
be 3, Bsac Oml). Dass sie auch fiir die anderen Boswellia-Spezies gelten, zeigt Abb. &;
hierfiir wurden Proben verschiedener Weihrauch-Arten nach dem o. a. Schema mit iso-Propa-
nol extrahiert.
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Abb. 8: Ausbeuten bei der stufenweisen Extraktion des Harzes verschiedener Boswellia-Spezies mit
iso-Propanol. Die Zahlen in runden Klammen geben die Probennummer an.

Bei allen Weihraucharten werden dhnliche Kurven erhalten. Die unterschiedlichen Aus-
beuten sind auf die variierenden absoluten Anteile an Extrahierbarem und Saurefraktion
zurlickzufiihren und gleichen denen, die durch erschopfende Soxhlet-Extraktion mit Diethyl-
ether erhalten werden (Abb. 9, S. 36).

Die Ergebnisse sind in Ubereinstimmung mit #hnlichen Untersuchungen von Biiche-
le et al % die im Verlauf der vorliegenden Arbeit veroffentlicht wurde: Die Autoren
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bestimmten die Effizienz der Extraktion von Boswelliasduren (nicht des Extraktes) mit
verschiedenen Losungsmitteln als Vorbereitung einer Quantifizierung dieser Substanzen.
Wenn Sduren und Gesamtextrakt denselben Kurvenverlauf zeigen, konnen die Harzsauren mit
keinem Losungsmittel effektiv von den Neutralkomponenten getrennten werden.

Fiir die Extraktion von Weihrauchharzproben konnen die folgenden Schlussfolgerungen
gezogen werden:

- Generell sind alle oben genannten Losungsmittel bis auf Pentan fiir die erschopfende
Extraktion geeignet.

- Bei thermischer Belastung im Rahmen von erschopfenden Extraktionen wie in der
Soxhlet-Apparatur sind Diethylether und Dichlormethan zu bevorzugen.

- Methanol, iso-Propanol, Aceton und Ethylacetat sind zu bevorzugen, wenn es auf
hochste Extraktionseffizienz bzw. geringstmoglichen Losungsmittelverbrauch ankommt.

Der angegebene Wert von 3 x 20 ml x g Harz ist als Richtwert zu verstehen und kann bei
einigen Harzen einer Anderung bediirfen. Das verwendete Harz enthiilt ca. 70 % extrahierbare
Bestandteile, die Spannbreite flir Extrahierbares liegt aber zwischen 10 % bei einigen
Fertigprodukten und praktisch 100 % bei bestimmten Weihrauchsorten. Wie die Messreihe
mit verschiedenen Weihrauchsorten und iso-Propanol als Extraktionsmittel zeigt, ist das
genannte Volumen auch fiir Proben mit sehr hohem Anteil an Extrahierbarem geeignet. Die
Extrakte mit verschiedenen Losungsmitteln wurden nicht weiter auf Gemeinsamkeiten oder
Unterschiede untersucht; es wurde vereinfachend angenommen, dass jedes Losungsmittel alle
extrahierbaren Stoffe in gleichem Maf3e 16st.

Die Auftrennung des Rohextraktes in saure und nichtsaure Komponenten erfolgt durch
Ausschiitteln einer etherischen Losung des Rohextraktes mit wissriger Kali- oder Natron-
lauge. Bei einigen Proben (z. B. Nr. 4, 5, 11 und 13) bildet sich hierbei eine hartnickige
Emulsion, die sich z. T. auch nach mehr als 24 h nicht vollstidndig in ihre Phasen trennt. Die
Variation von Temperatur (0-25 °C) und Laugenkonzentration (ca. 2-15 %, m/m) verringert
die Emulsionsneigung ebenso wenig wie sanftes Schiitteln oder die Verwendung von
Dichlormethan als organisches Losungsmittel. Allenfalls die Verwendung konzentrierter Kali-
oder Natronlauge mindert die Emulsionsbildung ein wenig. Die vereinigten organischen
Phasen des Ausschiittelns aus der alkalischen Phase werden vom Losungsmittel befreit und
ausgewogen. AnschlieBend werden die Harzsduren nach Ansduern der wissrigen Phase mit
konzentrierter Salzsdure durch Extraktion mit Diethylether erhalten. Bei der derart gewonne-
nen Mischung von Harzsduren handelt es sich i. d. R. um ein schmutzig-weilles bis gelbbrau-
nes, lockeres Pulver, das geruchlos ist und auch nach langerem Stehen nicht verklumpt. Bei
einigen Proben (z. B.Nr. 8, 10 und 29) liegen die Séduren als dunkelbraunes Pulver oder
allméihlich zusammensinternde, zéhe Masse vor.

Die nichtsauren Komponenten sind fast durchweg hellgelbe bis gelbbraune Massen von
zahfliissiger, honigartiger Konsistenz. Sie sind oberhalb von ca. 40 °C diinnfliissig und
erstarren unterhalb von ca. 20 °C, ohne jedoch schnittfest oder briichig zu werden. Eine
Ausnahme bilden die Harzproben Nr. 8 und 10 (beide von B. frereana), deren Anteil saurer
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Komponenten beinahe unerheblich ist und deren nichtsaure Komponenten als feines, weilles
und wohlriechendes Pulver erhalten werden. Angesichts der Tatsache, dass beim Ausschiitteln
von etherischem Weihrauch-Extrakt mit konzentrierter Salzsiure keine basischen Verbindun-
gen isoliert werden, konnen die ,,nichtsauren* Weihrauchbestandteile genauer als neutrale
Komponenten oder als Neutralfraktion des Weihrauchharz-Extraktes bezeichnet werden.

Die Probenbeschaffenheit kann sehr stark variieren und daher zusitzliche Probleme berei-
ten, insbesondere wenn nur geringe Probenmengen extrahiert und daraus die Saurefraktion
bestimmt werden soll. Probe 4 (Bcar T1, von B. carteri) beispielweise besteht aus 1-20 mm
langen Stiicken, die alle Farbtone von Gelb bis Braun zeigen und weich, zdh oder sprode sind.
Von dieser Weihrauch-Probe wurden 19 verschiedene Teilproben genommen und daraus
Rohextrakt und Siurefraktion bestimmt. Dabei wurde der Einfluss von Probenmenge,
BrockengroBe und Vermahlungsgrad vor Extraktion auf die Extraktionsausbeute ermittelt.
Die Ergebnisse (siche Kap. 4.5.1.5, S. 117) zeigen, dass der durchschnittliche Anteil an
Extrahierbarem (65,9 %) mit dem in der Literatur (siche Tab. 4, S. 11) {libereinstimmt, aber
betrachtlichen Schwankungen unterworfen ist (55,2-71,9 %, Standardabweichung 4,5 %).
Auch die Saurefraktion schwankt geringer als der Extrakt, aber ebenfalls deutlich um den
Mittelwert von 33,8 % (26,1-40,9 %, Standardabweichung 3,3 %); er stimmt ebenfalls mit
den Angaben in der klassischen Literatur tiberein. Einen Zusammenhang zwischen Extrakt
und Séurefraktion gibt es nicht, auch keinen gegenldufigen Effekt. Die unterschiedlichen,
maximal extrahierbaren Anteile beim Test der Losungsmittelabhéngigkeit (Abb. 7, S. 32) sind
damit eher auf natiirliche Schwankungen denn auf Fehler bei der Versuchsdurchfiithrung
zurlickzufiihren. Die starke Neigung zur Emulsionsbildung beim Extrahieren der Saure-
fraktion mancher Proben verstidrken unabhéngig von der natiirlichen Schwankungsbreite die
Streuung der Ergebnisse und fiihrt dazu, dass in der Sdurefraktion Neutralkomponenten
enthalten sind und umgekehrt. Dieser Nachteil der Fliissig-Fliissig-Extraktion motiviert zur
Suche nach alternativen Moglichkeiten zur Isolierung der Sduren; die entsprechenden
Arbeiten werden in Kap. 3.3 vorgestellt.

Trotz der oben genannten Einschrinkungen sind die Anteile an Extrakt, Séurefraktion und
Nichtextrahierbarem geeignet, Aussagen iiber Harze verschiedener Spezies zu treffen.
Abbildung 9 zeigt die Ergebnisse bei den untersuchten Reinharzen. Anhand dieser Daten wird
eine Vermutung bestdtigt, die aufgrund der Geruches und der Probenbeschaffenheit gezogen
wurden: Die ,,elemiartigen* Proben von B. frereana (8 und 10) bestehen praktisch ausschlieB3-
lich aus extrahierbaren Substanzen, ebenso die Proben von B. socotrana.

Aufgrund der Verteilung von Nichtextrahierbarem, Extrakt und Sdurefraktion kann weiter-
hin geschlossen werden:

- B. papyrifera, B. serrata und B. sacra zeichnen sich durch eine gleichmiBige Verteilung
von neutralen Verbindungen, Séuren und Extraktionsriickstand aus (jeweils ca. ein Drit-
tel); eine Unterscheidung zwischen diesen Arten ist nicht moglich.

- Bei B. frereana und B. socotrana ist der Extraktanteil mit 87-94 % sehr hoch, wobei
dieser wiederum zum grof3ten Teil aus Neutralkomponenten besteht (72-79 % auf das
Harz bezogen).
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- Die beiden Proben von B. ameero (Proben 28 und 29) zeigen dhnliche Séure- aber stark
unterschiedliche Neutralanteile (21 und 30 % bzw. 67 und 30 %). Moglicherweise han-
delt es sich um Proben verschiedener Weihrauch-Arten. Mangels Referenzmaterial ist
vorldufig keine Beurteilung moglich.
100% 71— —1 11— ——— e e e e e
Anteil L1
90% A — ] ]
80% -
70% A — ] - - —
60% | ||| I i . — —
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40% A
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1 2 121413 3 4 6 16 17 31 9 32 7 8 10 5 33 18 192930 Probe
e e — "B. Carteri"~—""B. papyriferaw~ B. ameero
B. serrata B. sacra B. frereana B. socotrana Spezies

Abb. 9: Verteilung von Nichtextrahierbarem, Sdurefraktion und Neutralkomponenten bei den unter-
suchten Harzproben (reine Harze). Boswellia-Spezies: B. serrata (Proben 1, 2, 12, 14,); B. thurifera
(Probe 13); B. sacra (Proben 3, 4, 6, 16, 17, 31); B. carteri (Proben 9, 32); B. frereana (Proben 7, 8,
10); B. papyrifera (Proben 5, 33); B. socotrana (Proben 18, 19); B. ameero (Proben 29, 30). Probenbe-
schreibung in Tab. 10 (S. 29). [_]: Nichtextrahierbares. []: Neutralfraktion. lll: Saurefraktion.

Bereits anhand der Verteilung der verschiedenen Harzanteile konnen Aussagen iiber dieje-

nigen Proben gemacht werden, deren Boswellia-Spezies nicht sicher angegeben ist:

Probe 13 soll laut Etikett von ,,B. thurifera stammen, was ein veraltetes Synonym fiir
B. serrata ist. Die Extrakt- und Séureanteile von Probe 13 und den iibrigen Proben von
B. serrata stimmen gut iiberein, sodass die Speziesbezeichnung bei Probe 13
wahrscheinlich korrekt ist.

Proben 1 und 12 (beides Handelsproben von B. serrata) weichen deutlich von den
Durchschnittswerten ab, was Anlass fiir eingehendere Untersuchungen ist.

Bei Probe 7 (Bf-b Cal) konnte es sich entgegen der Deklarierung (Mischung von
B. frereana und B. sacra) um ein reines Harz von B. sacra, B. serrata oder B. papyrifera
handeln. Andernfalls wére ein weit groBerer Extraktanteil zu erwarten gewesen oder das
Extrakt:Saure-Verhiltnis wire zugunsten des Extraktes verschoben.
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Abb. 10: Verteilung von Nichtextrahierbarem, Séurefraktion und Neutralkomponenten bei den unter-
suchten Weihrauchharz-Mischungen und -Verarbeitungsprodukten. Zum Vergleich: Proben 2 (B. ser-
rata), 3 (B. sacra), 10 (B. frereana), 5 (B. papyrifera), 18 (B. socotrana), 29 und 30 (beide B. ameero).
Verarbeitungsprodukte: Proben 15 (byzantinischer Weihrauch mit B. sacra), 20 (Réuchermischung
»~Aden“ ohne Speziesangabe), 21 + 22 (Medikamente H15 und Sallaki, B. serrata), 23 (Nahrungser-
gianzungsmittel mit B. sacra), 24-27 (Extrakte aus B. serrata), 28 (Rauchermischung ohne Spezies-
angabe). [_]: Nichtextrahierbares. [ ]: Neutralfraktion. ll: Sdurefraktion.

Bei den Verarbeitungsprodukten, deren Extrakt- und Sdureanteile in Abb. 10 dargestellt
sind, konnen aufgrund der Anteile an Extrahierbarem und Saurefraktion keine Aussagen tiber
die Boswellia-Spezies gemacht werden, da hier andere Bestandteile mitenthalten sind und die
Proben generell nicht mehr die natiirlichen Anteile an Extrahierbarem und Sdurefraktion ent-
halten. Nur aus dem Verhiltnis Extrakt:Sdurefraktion kann noch ein Hinweise darauf erhalten
werden, ob tatsdchlich die angegebene Boswellia-Spezies verwendet wurde. Bei den Pro-
ben 24-27, die verschiedenen Chargen desselben kommerziell erhdltlichen Weihrauch-
Extraktes entstammen, féllt die sehr hohe Variation der Extrakt- und Sdureanteile auf.

Festzuhalten ist, dass die Extraktionsanteile ebenso wie die ,,nichtchemischen Parameter
Farbe, Geruch und Probenbeschaffenheit bereits gute Hinweise darauf geben, ob eine
Speziesbezeichnung korrekt ist und ob die Probe in anderer Hinsicht von den tiblichen Eigen-
schaften abweicht. Ausgerechnet drei der vier wichtigsten Boswellia-Arten (B. papyrifera,
B. sacra und B. serrata) lassen sich aber auf diese Weise nicht voneinander unterscheiden,
sodass weitere analytische Methoden eingesetzt werden miissen.
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3.1.2 Unterscheidung der Boswellia-Spezies mittels Diinnschicht-Chromatographie der
Saurefraktion

Die Diinnschicht-Chromatographie wurde als erste chromatographische Methode gewéhlt,
da sie schnell und robust ist, keine weitere Probenvorbereitung verlangt und die parallele
Analyse mehrerer Proben ermoglicht. Als Probe wird immer die Saurefraktion verwendet, da
diese auch bei alten und verarbeiteten Proben kaum veréndert sein sollte. Von verschiedenen
getesteten DC-Systemen stellen sich Methanol: Wasser-Mischungen auf RP-Kieselgel und
Pentan:Diethylether-Mischungen auf Kieselgel unter Zusatz von Essigsdure als die besten
Moglichkeiten heraus, eine Ubersicht iiber die Siurefraktion zu erhalten. Sie ergéinzen sich
durch ihre unterschiedliche Selektivitit und die dadurch stark variierende Ubersicht iiber die
Saurefraktion. Methanol:Wasser-Mischungen trennen unpolare Komponenten sehr gut von-
einander, v.a. die Boswelliasduren. Das zweite System hingegen ist erheblich schneller
(ca. 15 min vs. ca. 25 min) und trennt polare Komponenten besser auf. Viele Proben weisen
neben den genannten noch andere, nicht identifizierte Verbindungen auf; fast alle beinhalten
aber die vier Boswelliasduren 3-BA 1, B-ABA 2, 3-KBA 6 und B-AKBA 7. Bei Verarbei-
tungsprodukten des Weihrauchs (Réuchermischungen, Medikamente) schlielich konnen
organische Hilfs-, Aroma- und Farbstoffe zugesetzt sein, die bei der Analyse des Rohex-
traktes storende Komponenten einbringen konnen. Die fliichtigen Komponenten unterliegen
starken Schwankungen durch Alterung (Sauerstoff, Licht, Warme) und viele Neutralkom-
ponenten kommen ohnehin in allen Boswellia-Spezies vor, tragen also nicht zur Differen-
zierung der Arten untereinander bei. Durch die Konzentrierung auf die Analyse der Sdure-
fraktion wird also eine Fokussierung erreicht, die nur wenig Informationsverlust mit sich
bringt. Die Boswelliasduren sind bei allen Proben der gemeinsame Nenner, ausreichend stabil

202,297 1m Weiteren wird

und kénnen sogar in archiologischen Proben nachgewiesen werden.!
die Identifizierung der Boswellia-Spezies allein aufgrund der Verteilung der Boswelliasduren

vorgenommen.

Die Abbildungen 11 und 12 zeigen die Diinnschicht-Chromatogramme von Proben, die als
B. serrata deklariert waren. Die Referenzproben (21, 22) zeigen im UV-Licht in etwa gleich
intensive Flecken bei KBA und AKBA. BA und ABA sind wie erwartet nicht zu sehen,
andere Verbindungen werden ebenfalls nicht detektiert. Bei den folgenden Ausfiihrungen
wird immer von ,,BA*, ,,ABA* etc. gesprochen, auch wenn sich aufgrund der geringen Auflo-
sung der Diinnschicht-Chromatographie unter den entsprechenden Flecken noch andere
Substanzen befinden konnen.

Wihrend Probe 14 ein dhnliches Chromatogramm zeigt (wobei der AKBA-Fleck etwas
intensiver ist als der von KBA), zeigen die anderen beiden Proben (1, 12) ein anderes Bild:
Probe 1 zeigt neben KBA- und AKBA weitere UV-aktive Verbindungen; Probe 12 zeigt diese
ebenfalls, wiahrend KBA und AKBA nicht nachweisbar sind.

Beim Anfirben mit Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagens werden BA, ABA als violette
und andere Substanzen ebenfalls als violette, seltener andersfarbige Flecken sichtbar gemacht.
KBA und AKBA werden nur bei sehr hohen Konzentrationen als gelbbraune Flecken
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detektiert und sind daher auf den Diinnschicht-Chromatogrammen nach dem Anféarben in der
Regel nicht zu erkennen.

RP-SiO, Sio,

KBA— @ @ ® o0 [ ]
AKBA— .......
® o ® ® ® | AKBA

e o ® ® | —KBA
Ref. 1 2 12 14 21 22 Ref. 1 2 12 14 21 22
MeOH:Wasser 95:5 Pentan:Et,0 2:1+ 1% HOAc

Abb. 11: Diinnschicht-Chromatogramme von Harzproben mit B. serrata unter dem UV-Licht
(A =254 nm). Ref. =Referenz-Substanzen (B-KBA 6 bei R;=0,45 (links) bzw. 0,09 (rechts);
B-AKBA 7 bei Ry = 0,36 bzw. 0,22).

Wie Abbildung 12 zeigt, sind bei allen Referenzproben sowohl BA als auch ABA enthal-
ten, wobei der BA-Fleck intensiver ist als der ABA-Fleck. Aullerdem wird eine weitere,
bislang nicht identifizierte Verbindung bei einem Re-Wert von ca. 0,30 detektiert, die nur auf
RP-Kieselgel eindeutig zu sehen ist. Wie bereits unter dem UV zeigt Probe 14 auch nach
Anfiarbung ein &dhnliches Diinnschicht-Chromatogramm wie die Referenzproben. Probe 1
zeigt zusdtzliche Verbindungen und Probe 12 enthilt weder BA noch ABA.

RP-SiO, Sio,
. . . . . - - - —ABA
L ® ® | —BA
B 000 000 ¢
ABA— @ o0
Ref. 1 2 12 14 21 22 Ref. 1 2 12 14 21 22
MeOH:Wasser 95:5 Pentan:Et,0 2:1+ 1% HOAc

Abb. 12: Diinnschicht-Chromatogramme von Harzproben mit B. serrata nach dem Anférben. Ref. = Re-
ferenz-Substanzen (B-BA 21 bei Ry= 0,21 (links) bzw. 0,22 (rechts); B-ABA 2 bei Ry= 0,13 bzw. 0,30).
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Wihrend die Diinnschicht-Chromatogramme der Proben 1, 12 und 14 weiter unten bespro-
chen werden, kann die Einheitlichkeit der Chromatogramme von B. serrata-Referenzharzen
festgestellt werden. Das Sduremuster ist ein verldsslicher Fingerabdruck fiir diese Spezies.

Auch die Sédurefraktion aus B. sacra zeigt weitgehend konstante Diinnschicht-Chromato-
gramme. Im UV (Abb. 13) dominiert AKBA neben wenig oder ginzlich fehlender KBA.

RP-Si0, Sio,
KBA— @
AKBA— @ o000
® ® ® 0 0O | AKBA
—KBA
Ref. 3 4 6 16 17 23 Ref. 3 4 6 16 17 23
MeOH:Wasser 95:5 Pentan:Et,0 2:1+ 1% HOAc

Abb. 13: Diinnschicht-Chromatogramme von Harzproben mit B. sacra unter dem UV-Licht
(A =254 nm). Ref. =Referenz-Substanzen (B-KBA 6 bei R;=0,45 (links) bzw. 0,09 (rechts);
B-AKBA 7 bei R¢= 0,36 bzw. 0,22).

Nach dem Anfarben (Abb. 14) ist neben BA und ABA eine weitere Verbindung bei einem
Re-Wert von 0,37 (RP-Kieselgel) bzw. 0,11 (Kieselgel) zu erkennen, die bei den Referenzpro-
ben (6, 16, 17) stark, bei den iibrigen Proben schwach bis sehr schwach ausgeprégt ist.

RP-SiO, Sio,
P X N
o o ® ®® e ® | A\BA
BA— @ 0O o000 o0 00000 B
ABA— 900000 o000
.
—
Ref. 1 2 12 14 21 22 Ref. 1 2 12 14 21 22

MeOH:Wasser 95:5

Pentan:Et,O 2:1+ 1% HOAc

Abb. 14: Diinnschicht-Chromatogramme von Harzproben mit B. sacra nach dem Anférben.
Ref. = Referenz-Substanzen (BA bei Ry=0,21 (links) bzw. 0,22 (rechts); ABA bei R¢=0,13 bzw.
0,30), Harzproben 1, 2, 12, 14, 21, 22 (jeweils Sdurefraktion).
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Die Intensititen von BA- und ABA-Flecken sind in etwa dhnlich. Probe 4 ist als B. carteri
deklariert und sollte daher B. sacra enthalten. Sie enthdlt als einzige Probe eine Verbindung,
die nur im RP-DC-System bei einem RgeWert von 0,07 angefarbt wird. Dieser Substanzfleck
ist in den anderen Proben nicht oder nur als Schatten zu erkennen. Die Diinnschicht-
Chromatogramme von B. sacra zeigen insgesamt ein variableres Sduremuster als die von
B. serrata, sind aber ausreichend dhnlich, um als Fingerabdruck zu dienen.

Die Abbildungen 15 und 16 zeigen die Diinnschicht-Chromatogramme von B. papyrifera,
B. frereana und B. socotrana. Statt der Referenzprobe fiir B. papyrifera (Probe 33) wurde
eine Handelsprobe verwendet (Probe 5), deren Diinnschicht-Chromatogramm aber mit dem
der Referenzprobe (nicht gezeigt) iibereinstimmt. Unter dem UV-Licht werden ein intensiver
AKBA- und ein gerade noch wahrnehmbarer KBA-Fleck beobachtet. Nach dem Anfirben
werden neben den &dhnlich intensiven BA- und ABA-Flecken zwei weitere Substanzen
detektiert, die R-Werte von 0,26 und 0,33 (RP-Kieselgel) bzw. 0,12 und 0,27 (Kieselgel)
aufweisen. Die Saurefraktion aus B. papyrifera zeigt also ebenso wie die beiden vorherigen
Spezies ein charakteristisches Diinnschicht-Chromatogramm.

RP-Si0, $i0,

KBA— @
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o000 —AKBA

L —KBA
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MeOH:Wasser 95:5 Pentan:Et,0 2:1+ 1% HOAc

Abb. 15: Diinnschicht-Chromatogramme von Harzproben verschiedener Boswellia-Spezies unter dem
UV-Licht (A =254 nm). Ref. = Referenz-Substanzen ((B-KBA 6 bei Ry=0,45 (links) bzw. 0,09
(rechts); B-AKBA 7 bei Ry= 0,36 bzw. 0,22).

Da die Proben von B. frereana (Nr. 8 und 10) kaum oder iiberhaupt keine Sduren enthalten,
wurden als DC-Proben die Rohextrakte und nicht die Saurefraktionen verwendet; so konnen
eventuell vorhandene saure Spurenkomponenten erfasst werden. Wie die betreffenden DC-
Spuren in Abb. 15 zeigen, liefern die beiden Referenzproben von B. frereana identische
Chromatogramme, allerdings sind keine Boswelliasduren zu erkennen. Die Siurefraktion
dieser Boswellia-Spezies kann also nicht zur Identifizierung herangezogen werden.
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Vom Harz von B. socotrana lagen zwei Referenzproben vor (Proben 18 und 19). Diese
zeigen ein identisches Sduremuster, das von dem der anderen Spezies deutlich abweicht.
Boswelliasduren sind wie in B. frereana nicht nachzuweisen. Statt dessen zeigt das Chroma-
togramm unter dem UV-Licht (Abb. 15) nur eine schwach absorbierende Verbindung bei
einem Ry-Wert von 0,21 (RP-Kieselgel) bzw. 0,28 (Kieselgel).

Nach dem Anfarben (Abb. 16) dominiert auf der RP-Kieselgel-Platte eine einzige Verbin-
dung mit R¢= 0,07 neben zwei schwachen Flecken bei Ry= 0,67 und 0,72; auf der Kieselgel-
Platte werden zwei schwache Flecken bei ABA und bei R¢= 0,46 beobachtet. Diese Boswel-
lia-Spezies kann also mit den beiden verwendeten DC-Systemen eindeutig erkannt werden.

RP-SiO, Sio,
®
o0
. . oo o —ABA
o000 —BA
BA— @90 ©®
ABA— @
o000
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MeOH:Wasser 95:5 Pentan:Et,0 2:1+ 1% HOAc

Abb. 16: Diinnschicht-Chromatogramme von Harzproben verschiedener Boswellia-Spezies nach dem
Anfirben. Ref. = Referenz-Substanzen (-BA 1 bei R¢= 0,21 (links) bzw. 0,22 (rechts); B-ABA 2 bei
R¢=0,13 bzw. 0,30).

Eine Uberraschung zeigen die beiden Proben von B. ameero (29, 30), die beide als Refe-
renzharze fiir diese Spezies dienen sollten. Unter dem UV-Licht (nicht gezeigt) werden bei
Probe 29 KBA und AKBA detektiert, bei Probe 30 hingegen fehlen beide Verbindungen. Die
erste Probe entspricht also eher B. frereana, die zweite B. serrata. Auch nach dem Anfiarben
(Abb. 17) dhnelt Probe 29 diinnschicht-chromatographisch B. frereana (keine Boswelliasédu-
ren zu sehen) und Probe 30 B. serrata (deutliche BA- und ABA-Flecken).

Tab. 11 listet alle untersuchten Boswellia-Spezies mit dem typischen DC-Erkennungs-
muster auf, d.h. die jeweils vorhandenen Boswelliasduren, das Verhéltnis der Siuren
untereinander und — sofern vorhanden — weitere charakteristische Verbindungen.
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Abb. 17: HPTLC-Chromatogramme von Harzproben verschiedener Boswellia-Spezies nach dem

Anfirben. Ref. = Referenz-Substanzen (B-BA 1: Ry=0,21 (links) bzw. 0,22 (rechts); B-ABA 2:
R¢=0,13 bzw. 0,30).

Tab. 11: Charakteristische Elemente bei der DC-Analyse der Saurefraktion aus verschiedenen Weih-
rauch-Spezies. Aufgelistet sind nur diejenigen Proben, zu denen Referenzproben vorlagen.

Spezies BA und ABA KBA und AKBA Andere charakteristische
Verbindungen
B. ameero Kein einheitliches Sduremuster, siche Text
B. frereana Spezies enthélt Sduren nur in Spuren, siche Text
B. papyrifera BA vorhanden Beide vorhanden VIS: 0,26, 0,33 (RP)
AKBA sehr viel intensiver 0,12, 0,27 (Si0y)
B. sacra Beide vorhanden | Beide vorhanden VIS: 0,37 (RP); 0,11 (SiO,)
AKBA sehr viel intensiver 0,07 (VIS) in variabler
Intensitét (nur Si0,)
B. serrata Beide vorhanden | Beide vorhanden VIS: 0,30 (RP)
BA intensiver
B. socotrana Nur ABA Fehlen UV: 0,21 (RP), 0,28 (SiO,)
vorhanden VIS: 0,07, 0,67, 0,72 (RP)
(schwach) 0,43 (Si0,)

3.1.3 Unterscheidung der Boswellia-Spezies mittels HPLC der Saurefraktion

Um ein gutes HPLC-Ubersichtschromatogramm iiber die Siurefraktion aus dem Weih-
rauchharz zu erhalten, wird ein HPLC-Gradient von 65-99 % Methanol mit 0,1 % TFA {iber
30 min bei einem Fluss von 1,2 ml x min" verwendet. Bei Abwesenheit von Kolophoniuman-
teilen (siehe Kap. 3.2) ist dies der beste Kompromiss zwischen kurzer Analysenzeit und aus-

reichender Auftrennung der Sduren. Der Lauf ist mit der Elution von B-ABA 2 nach
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ca. 36 min beendet; mit Spiilen und Aquilibrieren ergibt dies eine Gesamtdauer von

ca. 55 min pro Probe. Typische HPLC-Chromatogramme bei Wellenldngen von 210 und
254 nm sind in Abbildung 18 gezeigt.
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Abb. 18: HPLC-Chromatogramme der Sdurefraktion von Medikament H15 (Probe 21) bei A =210 nm
(oben) und 254 nm (unten). HPLC-System 3 (,,Beckman analytisch®) mit Saphir-Material als

stationdre Phase, Gradient 1. Probe: 20 mg x ml" Séurefraktion aus Medikament H15 (B. serrata;
Probe 21, Bser H15-1) in Methanol.

Bei einer Wellenldnge von 210 nm werden alle Sduren mit einer substituierten Doppel-
bindung erfasst, also alle bisher bekannten Triterpensduren im Weihrauchharz. Bei 254 nm
hingegen werden nur solche Verbindungen detektiert, die als Strukturelement ein a,p-unge-
sattigtes Keton oder konjugierte Doppelbindungen tragen. Wie auch bei der DC-Analyse
beschrinkt sich die Zahl der betrachteten Einzelverbindungen auf wenige bekannte Verbin-
dungen, in diesem Fall o/B-ABA 4/2, B-AKBA 7, o/B-BA 3/1 und -KBA 6. Da bei einer
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Wellenlédnge von 254 nm nur ein geringer Teil der Verbindungen detektiert werden, sind im
Folgenden immer nur die Chromatogramme bei A =210 nm gezeigt. Sie konnen grob in drei
Teile gegliedert werden: Polare Sduren (Retentionszeit bis 20 min), mittelpolare Sduren
(R¢=20-30 min, darunter KBA und AKBA) sowie unpolare Siduren mit einer Retentionszeit
von mehr als 30 min (darunter die BA- und ABA-Isomere).””® Die Sdurefraktion von B. ser-
rata (Abb. 19) zeichnet sich demnach durch viele unpolare Sduren neben einem betrichtli-
chen Anteil mittelpolarer Sduren aus; polare Verbindungen sind nur in Spuren zu erkennen.
Die HPLC-Chromatogramme der Medikamente H15 (Probe 21) und Sallaki (Probe 22) sind
deckungsgleich, wie Abb. 19 zeigt.
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Abb. 19: HPLC-Chromatogramme der Séurefraktionen zweier Proben von B. serrata (H15, Probe 21,
Bser H15-1 (oben), Sallaki, Probe 22, Bser Sal-1 (unten)) bei A =210 nm. HPLC-System 3 (,,Beck-
man analytisch®) mit Saphir-Material als stationdre Phase, Gradient 1. Probe: Jeweils 20 mg x ml™
Saurefraktion aus H15 (B. serrata; Probe 21, Bser H15-1) und Sallaki (B. serrata; Probe 22, Bser
Sal-1) in Methanol.
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Diese Ubereinstimmung war zu erwarten, denn es handelt sich bei beiden um ein und
dasselbe indische Medikament, wobei H15 nur die Exportvariante von Sallaki ist. Da das
Ursprungsharz fiir beide Medikamente aus Plantagen mit B. serrata erhalten wird, konnen
diese beiden Medikamente als Referenzproben fiir B. serrata dienen.

Die Séurefraktion einer weiteren Probe von B. serrata (Probe 1, Bser Grl) unterscheidet
sich deutlich von denjenigen der beiden zuvor genannten Proben. Das HPLC-Chromato-
gramm in Abb. 20 zeigt, dass diese Probe zwar alle typischen Boswelliaséduren enthélt, aber
dass das Verhiltnis von mittel- zu unpolaren Verbindungen umgekehrt ist. Aulerdem sind
polare Sduren nicht nur in Spuren, sondern in grofer Anzahl vorhanden und stellen einen
grolen Teil der Séurefraktion. Da dieses Harz bereits ein abweichendes Diinnschicht-
Chromatogramm aufwies, liegt die Schlussfolgerung nahe, dass die Probe entweder von einer
anderen Spezies stammt oder eine Verunreinigung enthélt (s. Kap. 3.2).
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Abb. 20: HPLC-Chromatogramme der Séurefraktionen aus zwei Proben von B. serrata (Probe 1,
Bser Grl (oben), H15 (Probe 21, Bser H15-1 (unten)) bei A =210 nm. HPLC-System 3 (,,Beckman
analytisch®) mit Saphir-Material als stationire Phase, Gradient 1. Probe: Jeweils 20 mgx ml’
Saurefraktion aus Probe 1 (B. serrata; Bser Grl) und Medikament H15 (B. serrata; Probe 21, Bser
H15-1) in Methanol.
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Das HPLC-Chromatogramm der Sdurefraktion von B. sacra unterscheidet sich betrachtlich
von derjenigen aus B. serrata. Wie Abb. 21 zeigt, enthilt dieses Harz iiberwiegend unpolare
Sauren; mittelpolare Séuren sind in deutlich geringerem Maf3e und polare tiberhaupt nicht zu
finden.
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Abb. 21: HPLC-Chromatogramme der Sdurefraktionen aus B. serrata (Medikament H15, Probe 21
(oben)) und B. sacra (Probe 3, unten) bei A =210 nm. HPLC-System 3 (,,Beckman analytisch®) mit
Saphir-Material als stationdre Phase, Gradient 1. Probe: Jeweils 20 mg x ml" Saurefraktion aus
Medikament H15 (B. serrata; Probe 21, Bser H15-1) und Probe 22 (B. sacra, Probe 3, Bsac Oml) in
Methanol.
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Da B. sacra und B. carteri Synonyme fiir ein und dieselbe Spezies sind (siche Tab. 3, S. 5),
sollten die Séurefraktionen der als B. carteri bezeichneten Proben mit denen von Proben aus
B. sacra ibereinstimmen. Dies ist aber nicht der Fall, wie die HPLC-Chromatogramme in
Abb. 21 zeigen: Zwar enthalten beide Spezies keine polaren Siduren und auch qualitativ
dhneln sich die beiden Chromatogramme. Wihrend jedoch bei B. sacra unpolare Saduren
dominieren, ist das Verhiltnis zwischen unpolaren und mittelpolaren Sduren bei B. carteri

ausgewogener.
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Abb. 22: HPLC-Chromatogramme der Siurefraktionen aus B. sacra (Probe 3, oben) und B. carteri
(Probe 4, unten) bei A =210 nm. HPLC-System 3 (,,Beckman analytisch*) mit Saphir-Material als
stationire Phase, Gradient 1. Probe: Jeweils 20 mgx ml' Séurefraktion aus Probe 3 (B. sacra,
Bsac Oml) und Probe 4 (B. carteri, Bcar T1) in Methanol.
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Das HPLC-Chromatogramm der Referenzprobe von B. carteri (Probe 9, Abb. 23) dhnelt
wiederum keiner der beiden anderen Proben. Im Gegensatz zum relativ stabilen Sdurespek-
trum aus B. serrata scheint dasjenige aus B. sacra/,.B. carteri® stirkeren Schwankungen
unterworfen zu sein. Die HPLC-Chromatogramme fordern somit Unterschiede zutage, die bei
der Diinnschicht-Chromatographie aufgrund ihrer geringen Aufldsung verborgen bleiben. Sie
beeintriachtigen zwar nicht die Speziesidentifizierung bei B. sacra, sind aber insofern von
Interesse, dass diese starken Variationen bei den anderen Arten nicht beobachtet werden. Es
ist derzeit unwahrscheinlich, dass die beiden Speziesbezeichnungen wieder wie frither als
zwei individuelle Spezies betrachtet werden miissen. Angesichts der groBen natiirlichen
Schwankung in Erscheinung und der geografischen Verbreitung™ liegt eher die Vermutung
nahe, dass es sich bei den Unterschieden in der Saurefraktion ebenfalls um natiirliche
Schwankungen handelt.
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Abb. 23: HPLC-Chromatogramme der Séurefraktionen aus zwei Proben von B. carteri (Probe 9,
Bcar G1 (oben), Probe 4, Bcar T1 (unten)) bei A =210 nm. HPLC-System 3 (,,Beckman analytisch*)
mit Saphir-Material als stationdre Phase, Gradient 1. Probe: Jeweils 20 mg x ml" Siurefraktion aus
Probe 4 (B. carteri, Bcar T1) und Probe 9 (B. carteri, Bcar G1I) in Methanol.
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Das HPLC-Chromatogramm der Probe Nr. 7 — als Mischung aus B. frereana und B. bhau-
dajiana (syn. B. sacra) deklariert — ist praktisch deckungsgleich mit dem der Probe 4
(B. carteri), wie Abb. 24 zeigt. Dies bestitigt die bereits zuvor geduBerte Vermutung (siche
S. 36), dass es sich bei dieser Probe nicht um eine Mischung der Harze zweier Boswellia-
Arten, sondern um ein reines Harz von B. carteri (also B. sacra) handelt.
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Abb. 24: HPLC-Chromatogramme der Séurefraktionen aus B. frereana / B. bhau-dajiana (Probe 7,
oben) und B. carteri (Probe 4, unten) bei A =210 nm. HPLC-System 3 (,,Beckman analytisch*) mit
Saphir-Material als stationdre Phase, Gradient 1. Probe: Jeweils 20 mgx ml" Saurefraktion aus
Probe 7 (B. frereana / B. bhau-dajiana, Bf-b Cal) und Probe 4 (B. carteri, Bcar T1) in Methanol.
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3.1.4 Unterscheidung der Boswellia-Spezies durch Kombination verschiedener Methoden

Wie die Ergebnisse in den Kap. 3.1.1-3.1.3 zeigen, ist keiner der Ansitze allein bei der
Speziesidentifizierung erfolgreich. Durch Kombination der verschiedenen Methoden, wie sie
in Tabelle 12 aufgelistet sind, konnen aber die vier wichtigsten Boswellia-Spezies und
B. socotrana eindeutig voneinander unterschieden werden.

Tab. 12: Charakteristische Merkmale der wichtigsten Weihrauch-Arten.

Spezies Rohextrakt | Saurefraktion Geruch Charakteristisches
[% v.Harz] | [% v. Harz] Diinnschicht-
Chromatogramm

der Siurefraktion?
B. serrata 60-70 30-35 Typisch weih- Ja
rauchartig, harzig
B. sacra 60-70 25-35 Aromatisch, Ja
dunkel, Nadelwald,
weihrauchartig

B. papyrifera 60-70 25-35 Aromatisch, Zitrus Ja
(Orange/Zitrone)

wenig harzartig
B. frereana 90 0-5 Aromatisch, frisch, Nein
Nadelwald, wenig | (Sduren nicht oder

harzartig, kaum nur in Spuren

nach Weihrauch vorhanden)
B. socotrana 90-95 15 Aromatisch, Ja

holzartig, wenig

nach Weihrauch

Nur die Charakterisierung von B. ameero (Proben 29 und 30) ist auf diese Weise nicht
moglich. Beide Proben unterscheiden sich in allen Merkmalen (extrahierbarer Anteil,
Saureanteil und Diinnschicht-Chromatogramm der Saurefraktion) betridchtlich, obwohl es sich
um Referenzproben handelt, siche die Beschreibung der Proben ab S. 160. Sehr wahrschein-
lich liegen hier zwei Proben unterschiedlicher Spezies vor und keine natiirliche Schwankung
innerhalb derselben Spezies. Die Proben wurden 1880 von B. Balfour, dem Benenner der
Spezies, von einer Reise nach Socotra mitgebracht. Es ist wahrscheinlich, dass Balfour die
Proben nicht selbst gesammelt, sondern von dortigen Héndlern erworben hat. Durch die
damalige Unkenntnis der Vielfalt der Boswellia-Spezies (allein auf Socotra gibt es wahr-
scheinlich sechs verschiedene Spezies, s. Tab. 3 auf S. 5) konnten Harze mehrerer Spezies
irrtiimlicherweise als von einer Spezies stammend identifiziert worden sein. Die Proben 29
und 30, die sich heute in der Harzsammlung von Kew Gardens (GB) befinden, kénnen keiner
Probe im dortigen Herbarium zugeordnet werden. Damit besteht keine unabhéngige Mdoglich-
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keit zur Zuordnung der Harzproben. Mangels weiterer Referenzproben kann auch keine

weitere Charakterisierung von B. ameero vorgenommen werden.

Mit den o. a. Charakteristiken kdnnen zu allen bislang nicht oder nicht sicher zugeordneten

Proben
werden:

mit fehlender oder fragwiirdiger Speziesbezeichnung sichere Aussagen getroffen

Probe 1: Dieses Harz wurde als von B. serrata stammend deklariert. In Geruch, An-
teil an Extrahierbarem und Séuren (35 bzw. 25 %) weicht es ebenso von typischen
Werten fiir diese Spezies ab wie die DC-und HPLC-Chromatogramme. Die Moglich-
keit einer Verunreinigung mit einem anderen Harz liegt nahe und wird in Kap. 3.2
behandelt.

Probe 2-5: Diese Proben entsprechen der jeweils deklarierten Spezies (B. serrata,
B. sacra, B. carteri, B. papyrifera).

Probe 6: Diese Probe aus dem Harz von B. sacra stammt von einer Forschungs-
plantage im Sultanat Oman, auf der nur B. sacra angebaut wird. Sie ist in jeder Hin-
sicht von hervorragender Qualitét, d. h. sie besteht aus groflen, einwandfreien Harz-
brocken, weist einen intensiven, weihrauchartigen Geruch auf und ist praktisch frei
von Verunreinigungen. Sie wird im Folgenden als Referenzprobe fiir B. sacra ver-
wendet.

Probe 7: Diese Handelsprobe soll laut Handler eine Mischung aus B. frereana und
B. bhau-dajiana (syn. B. sacra) sein. Da B. frereana praktisch nur aus Extrahier-
barem besteht und kein Saurespektrum aufweist (s. Kap. 3.1.1 und 3.1.2), miisste sich
eine Mischung der beiden Spezies an einer Anderung der Anteile an Extrahierbarem
und dem Verhiltnis Extrakt:Saurefraktion zeigen; das Diinnschicht-Chromatogramm
hingegen miisste mit dem von B. sacra libereinstimmen. Die Anteile an Extrakt und
Saurefraktion weichen mit ca. 70 % bzw. 35 % nicht von den Werten ab, wie sie bei
einem reinem Harz von B. sacra, B. serrata oder B. papyrifera zu erwarten wéren.
Die Zumischung eines extraktreichen Harzes ist also unwahrscheinlich. Der Geruch
und ebenso das Diinnschicht-Chromatogramm (s. Abb. 15 und 16) gleichen dem-
jenigen von B. papyrifera. In der Summe lassen diese Ergebnisse den Schluss zu,
dass Probe 7 nicht aus B. frereana und B. sacra, sondern ausschlieBlich aus
B. papyrifera besteht.

Probe 8: Diese Probe von B. frereana — eine private Spende mit gesicherter Spezies-
bezeichnung — stimmt in allen Charakteristika mit denen der Referenzprobe (Pro-
be 10) liberein.

Probe 9: Diese Probe stimmt mit den Proben von B. carteri iiberein und stellt mit die-
sen wahrscheinlich eine Variation von B. sacra dar.

Probe 10: Es handelt sich hierbei um eine Referenzprobe von B. frereana. Wahrend
aufgrund fehlender Séuren an der Zugehorigkeit dieser Spezies zur Gattung Boswel-
lia gezweifelt wurde,** kann diese Frage und damit die Existenz elemiartiger und

boswelliasdurefreier Weihrauch-Arten inzwischen sicher bejaht werden.!'!
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Probe 11: Diese Handelsprobe von einem yemenitischen Markt (ohne Speziesbe-
zeichnung) ist von sehr guter Qualitdt und sollte nach Geruch und Geografie von
B. sacra stammen. Das Diinnschicht-Chromatogramm bestétigt diesen Eindruck.
Probe 12: Diese Handelsprobe soll laut Auszeichnung von B. serrata stammen. Ex-
trakt- und Sdureanteil fallen jedoch mit 18 % bzw. 15 % ungewdhnlich gering aus.
Auch der Geruch (insgesamt schwach, muffig, harzartig) ist nicht typisch fiir diese
Spezies. Die Probe scheint entweder behandelt worden zu sein oder enthélt eine Ver-
unreinigung. Insgesamt handelt es sich um eine billige Qualitét, die ihren geplanten
Zweck (Réucherung) nur ungeniigend erfiillen wird.

Probe 13: Diese Probe von B. thurifera soll aus Somalia stammen. B. thurifera ist ein

(291 \vird aber auch eine somali-

Synonym fiir B. serrata; in einer neuen Literaturstelle
sche Weihrauchart B. thurifera erwéhnt. Da in Somalia nach neuestem Stand aber nur
B. sacra, B. neglecta, B. papyrifera und B. rivae anerkannt sind, kommen also meh-
rere Spezies in Frage. Ein Extraktanteil von ca. 65 % und eine Sdurefraktion, die
ca. 20 % des Harzes ausmachen, lassen keine Entscheidung zu; der Geruch ist ein-
deutig weihrauchartig. Die Diinnschicht-Chromatogramme zeigen keine UV-aktiven
Verbindungen, aber nach Anfirbung intensive Flecken bei BA und ABA. Die Probe
stammt daher hochstwahrscheinlich von B. sacra.

Probe 14: Diese Probe stammt aus der Harzsammlung des Botanischen Gartens und
Botanischen Museums (BGBM) in Berlin-Dahlem. Sie wurde unter vielen dort vor-
handenen Proben gewihlt, um den Einfluss des Alterns auf die Sicherheit der Spe-
ziesidentifizierung zu bestimmen. Die 120 Jahre alte Probe, die von B. serrata stam-
men soll, weist wie erwartet einen deutlich schwicheren und anderen Geruch als die
anderen Proben dieser Spezies auf. Leichte Harznoten und muffige bis holzartige T6-
ne geben ebenso wenig wie die Anteile an Extrakt und Saurefraktion (ca. 70 % bzw.
30 %) einen Hinweis auf die Richtigkeit der Speziesbezeichnung. Die Diinnschicht-
Chromatogramme der Sdurefraktion stimmen mit denen der B. serrata-Referenzharze
iberein, allerdings sind die Flecken der jeweils deacetylierten Verbindung (BA vs.
ABA, KBA vs. AKBA) intensiver. Dies ist wahrscheinlich ein natiirlicher Vorgang
und kein Grund, an der Speziesidentifizierung zu zweifeln.

Probe 15: Bei dieser Probe handelt es sich um byzantinischen Weihrauch, d. h. einem
Weihrauchharz, das mit Farb- und Aromastoffen versetzt ist. Laut einer Notiz des
Kiufers (Prof. Dr. W. Lack, BGBM) soll das Harz von B. sacra als Ausgangsma-
terial verwendet worden sein. Wie erwartet lassen Geruch und Form des Produktes
keine Riickschliisse auf die Spezies zu: Es handelt sich um intensiv duftende, rote
Brocken von regelmiBiger, aber eindeutig unnatiirlicher Form. Extrakt- und Séure-
anteil (ca. 70 bzw. 30 %) stimmen gut mit den Erwartungen fiir B. sacra iiberein und
das Diinnschicht-Chromatogramm zeigt ein fiir B. sacra charakteristisches Séure-
muster. Anzumerken ist, dass die Farb- und Aromastoffe dieser Probe im Extrakt
deutlich und in der Sdurefraktion kaum noch wahrzunehmen sind. Sie stéren die DC-
Untersuchung nicht. Weiterhin ist die Verwendung dieses relativ hochwertigen Har-
zes fiir dieses Produkt iiberraschend, zumal es ja durch die Zusitze kaum zur Geltung
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kommt. In der Regel werden fiir derartige Verarbeitungsprodukte billigere Harzquali-
téten oder -spezies eingesetzt.

Proben 16 und 17: Diese beiden Proben wurden im Rahmen von Exkursionen des
BGBM in Yemen gesammelt. Sie stimmen wie erwartet in allen Charakteristika (Ge-
ruch, Extrakt- und Sdureanteil, Diinnschicht-Chromatogramm der Sadurefraktion) mit
den anderen Referenzproben von B. sacra iiberein und konnen als Referenzproben
dienen.

Proben 18 und 19: Dies sind die einzigen Proben von B. socotrana. Wéhrend der Ge-
ruch keine eindeutigen Hinweise auf die Spezies gibt, zeigen sie eine charakteris-
tische Kombination aus hohem Extrakt- und niedrigem Siureanteil sowie ein einheit-
liches Diinnschicht-Chromatogramm.

Probe 20: Diese Harzmischung wurde im Fachhandel fiir Kirchenbedarf erworben;
sie trigt die Sortenbezeichnung ,,Aden* und keine Speziesbezeichnung. Weder durch
den Geruch noch durch den Extrakt- oder Sdureanteil ist die Zuordnung zu einer
Weihrauchspezies moglich. Im Gegenteil deuten 40 % Extrakt und 10 % Sauren all-
gemein auf eine eher billige Qualitét hin. Das Diinnschicht-Chromatogramm der Siu-
refraktion ist identisch mit dem aus B. sacra. Die Probe 20 ist demnach wahrschein-
lich keine Mischung aus dem Harz verschiedener Weihrauch-Spezies, sondern reines
B. sacra-Harz mittlerer Qualitét.

Proben 21 und 22: Diese beiden Proben entstammen den indischen Medikamenten
H15 und Sallaki. Da sie aus dem Harz von firmeneigenen B. serrata-Plantagen ge-
wonnen werden und identische DC- und HPLC-Chromatogramme zeigen, konnen sie
als Referenzproben verwendet werden.

Probe 23: Eine Tablette dieses Nahrungsergéinzungsmittels beinhaltet laut Zutaten-
verzeichnis als aktive Komponente 100 mg ,,Weihrauchpulver von B. sacra. Die
Anteile von Extrakt und Sdurefraktion sind nicht mehr sinnvoll zu bestimmen. Der
Geruch und das Diinnschicht-Chromatogramm der Sadurefraktion stimmen mit dem
der B. sacra-Referenzproben iiberein, sodass die Boswellia-Spezies bei diesem Ver-
arbeitungsproduktes korrekt bezeichnet ist.

Proben 24-27: Diese Proben sind laut Etikett verschiedene Chargen desselben etha-
nolischen Extraktes aus B. serrata. Weder Ethanol noch andere gute Losungsmittel
(siche Kap. 3.1.1 ab S. 32) 16sen diesen Extrakt vollstidndig; es verbleiben 1-3 % un-
l6slicher Anteil in der Extraktionshiilse. Der Sdurenanteil der vier Chargen schwankt
zwischen 45 und 80 %. Die Diinnschicht-Chromatogramme zeigen deutlich, dass die
Extrakte alle von B. serrata stammen. Da Extrakt- und Sdureanteil dieser Spezies
keinen ausgeprigten natiirlichen Schwankungen unterliegt, miissen diese im Fall der
Proben 24-27 ihre Ursache in der Herstellung haben. Eine Riickfrage beim Importeur
ergibt, dass der Extrakt durch Extraktion mit Ethylacetat und nicht mit Ethanol her-
gestellt wird. Dieser wird nach Entfernen des Extraktionsmittels in Methanol gelost
und zweimal mit Hexan ,,extrahiert”, bevor die Methanolphase gefiltert, getrocknet
und vermahlen wird. Versuche, auf die beschriebene Art eine Sdurefraktion zu erhal-
ten, schlugen fehl: Methanol und Hexan ergeben kein klar getrenntes Zwei-Phasen-
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gemisch. Eine effektive Trennung von Sduren und Neutralkomponenten (das Ziel
dieser Mallnahme) ist auf diesem Weg nicht moglich, wie bereits zu Beginn dieses
Kapitels erldutert. Stattdessen werden — wie die Analyse der Proben 24-27 zeigt —
Extrakte mit stark variierenden Anteilen an Sduren und Neutralkomponenten erhal-
ten. Die Angabe ,,85 %" auf den Etiketten bleibt unklar, da sie sich weder auf Extra-
hierbares noch auf die Sadurefraktion bezieht.

Probe 28: Diese Rauchermischung mit der Sortenbezeichnung ,,Paléstina“ fiir den
Kirchengebrauch wurde im Fachhandel erworben; sie trdgt keine Speziesbe-
zeichnung. Die Anteile an Extrakt und Sdurefraktion passen zu B. serrata, B. sacra
oder B. papyrifera, d. h. der Gewichtsanteil der zugesetzten Stoffe wie Farbstoffe,
Aromen, Teile anderer Pflanzen ist als gering einzuschitzen. Aufgrund der Zusitze
kann nur das DC-Sduremuster zur Speziesidentifizierung herangezogen werden: Es
ist identisch mit dem von B. sacra.

Proben 29 und 30: Diese beiden Proben stammen aus der Harzsammlung der Royal
Botanical Gardens in Kew (GB) und waren mit B. ameero bezeichnet. Wie bereits
auf S. 51 diskutiert, deuten die betrachtlichen Unterschiede zwischen diesen Proben
darauf hin, dass sie nicht von ein und derselben, sondern zwei verschiedenen Spezies
stammen.

Probe 31: Diese Probe von B. sacra stammt ebenfalls aus den Bestinden von Kew
Gardens (GB). Laut Notiz des Probennehmers konnte es sich auch um B. frereana
handeln. Extrakt- und Siureanteil stimmen mit ca. 70 bzw. 25 % mit den Werten fiir
B. sacra iiberein wie auch das Diinnschicht-Chromatogramm der Sdurefraktion. Da-
mit ist die Spezies dieser Probe eindeutig als B. sacra bestimmt.

Probe 32: Diese Probe wurde der Harzsammlung von Kew Gardens vom Autor einer
Methode zur Speziesbestimmung!*?! (Dr. L. Pentz) gestiftet; es handelt sich hierbei
laut Beschreibung um B. carteri. Die Extrakt- und Séureanteile (90 bzw. 10 %)
stimmen aber nicht mit dieser Spezies, sondern mit B. frereana iiberein. Die Diinn-
schicht-Chromatogramme vom Extrakt dieser Probe, verglichen mit demjenigen des
Extraktes aus einer B. frereana-Referenz sowie der Saurefraktion aus B. serrata,
B. sacra und B. socotrana, zeigen eindeutig, dass es sich bei der Probe 32 um ein
Harz von B. frereana handelt (Abb. 25): Weder im UV (nicht gezeigt) noch nach
dem Anfirben sind Boswelliasduren zu erkennen; hingegen sind die Chromato-
gramme denjenigen der beiden B. frereana-Extrakte sehr dhnlich.

Probe 33: Diese Probe aus der Harzsammlung in Kew Gardens stammt von
B. papyrifera und ist ebenso wie die vorangegangene Probe von Dr. L. Pentz gestiftet
worden; sie soll laut Notiz mit den iibrigen Proben dieser Spezies in der Harzsamm-
lung tibereinstimmen. Da die einzige andere Probe von B. papyrifera keine Refe-
renz-, sondern eine Handelsprobe war, ist nur ein relativer Vergleich mdglich. Dieser
zeigt bei beiden Proben dhnliche Werte fiir die Extrakt- und Sdureanteile und identi-
sche Sdauremuster im Diinnschicht-Chromatogramm.
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RP-Si0, Si0,
- -
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Abb. 25: HPTLC-Chromatogramme von Harzproben verschiedener Boswellia-Spezies nach dem
Anfarben. Ref. = Referenz-Substanzen (B-BA 1 bei Ry= 0,21 (links) bzw. 0,15 (rechts); B-ABA 2 bei
R¢= 0,32 bzw. 0,09).

Insbesondere bei stark verarbeiteten Proben (21, 22, 23, 24-27, 28) zeigt sich die Stirke
des kombinierten, analytischen Ansatzes zur Identifizierung der Boswellia-Spezies: Obwohl
bei den genannten Proben ein Geruch nicht vorhanden oder stark von Fremdgeriichen
tiberdeckt ist und das Verhéltnis von Extrahierbarem und Saurefraktion nicht mehr spezies-
typische Werte zeigt, ist aufgrund des Sadurespektrums in der Diinnschicht-Chromatographie
eine klare Einordnung moglich. Auch alte Proben, deren Speziesbestimmung {iber die
fliichtigen Komponenten nicht mehr ohne weiteres moglich ist (z. B. Probe 14), konnen {iber
das Sduremuster mittels Diinnschicht-Chromatographie gut eingeordnet werden. Die Auswer-
tung der Harzproben mit den oben genannten Methoden zeigt, dass gewohnliche Handelspro-
ben von Harzen (z. B. Proben 2-5, 11 und 13) von hervorragender Qualitdt sein und in ihren
typischen Merkmalen mit denjenigen der Referenzproben iibereinstimmen kdnnen. Auf der
anderen Seite fallen eine Reihe von Proben schlechter Qualitét auf, die den Anspriichen des
Kaufers wahrscheinlich nicht geniligen werden, z. B. die fast geruchslose und moglicherweise
verunreinigte Probe 13. Die groBe Schwankungsbreite des Séureanteils (und damit der aktiven
Inhaltsstoffe) bei den verschiedenen Chargen desselben Extraktes (Proben 24-27) ist als
besonders bedenklich anzusehen, da dieser Extrakt als Grundstoff fir die medizinische
Verwendung dienen soll; eine verldssliche Dosierung durch den Anwender ist hierbei nicht
moglich.

Die Analyse der Sdurefraktion aus den Weihrauchextrakten mittels Diinnschicht-
Chromatographie ist ein schnelles, robustes und zuverldssiges Mittel zur Identifizierung der
Boswellia-Spezies. Durch Referenzproben einzelner Spezies kann zwischen den wichtigsten
Arten unterschieden werden, und dies gelingt sowohl bei Proben aus Harzen als auch
Extrakten und anderen Verarbeitungsprodukten. Die Analyse der Sdurefraktion tragt zwar den
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Nachteil eines weiteren Aufarbeitungsschrittes, der aber durch die Vereinfachung des Diinn-
schicht-Chromatogramms wettgemacht wird. Die Untersuchung der chemisch sehr bestindi-
gen Boswelliasduren vereinfacht im Gegensatz zur Untersuchung fliichtiger Komponenten
auch die Einordnung alter Proben. Bei alten Proben sind viele fliichtigen Komponenten
verdunstet oder liegen aufgrund von Alterungsprozessen in verdnderter Form vor; Boswellia-
sduren hingegen konnen auch noch in archiologischen Proben identifiziert werden.!*”
AuBerdem ist durch die Analyse iiber die spezies- und wirksamkeitsbestimmenden Boswellia-
sduren gleichzeitig eine orientierende Einschidtzung des therapeutischen Potenzials der Probe
moglich. Die Methode versagt bei Proben, die wenig oder keine Sduren enthalten: Die
Diinnschicht-Chromatographie ist in den meisten Fillen nicht auflosungsstark genug, um
Neutralkomponenten oder fliichtige Anteile aufzutrennen. Fiir derartige Proben ist die Gas-
Chromatographie(-Massenspektrometrie), GC(-MS), die Technik der Wahl.

Konkurrierende Methoden fiir die Diinnschicht-Chromatographie sind andere chroma-
tographische Verfahren wie HPLC*™ oder GC(-MS).1?% 2% 2061 Sje sind empfindlicher,
erfordern jedoch mehr Probenvorbereitung, Analysenzeit, Materialeinsatz und ggf. eine
Probenderivatisierung (GC). Andere Verfahren wie die FT-IR-, Raman- und NMR-
Spektroskopie ermoglichen es zwar, Weihrauchharz von anderen Harzen zu unterschei-

203, 204
den;[ > 204]

eine Identifizierung der Spezies ist damit jedoch noch nicht gelungen.

Wihrend die Analysen zu diesem Kapitel vorwiegend mit HPTLC-Platten durchgefiihrt
wurden, sind iibliche DC-Platten dafiir ebenfalls geeignet. Die HPLC bringt beim derzeitigen
Stand keinen groBen zusidtzlichen Nutzen gegeniiber der Diinnschicht-Chromatographie.
Sobald aber charakteristische Sduren oder Séduremuster fiir alle Spezies gefunden werden, ist
die HPLC aufgrund der hoheren Auflosung und der einfacheren Quantifizierung die Methode
der Wahl.

3.1.5 HPLC-Ubersichtschromatogramm der Saurefraktion auf monolithischer stationérer
RP-18-Phase

Die bisher verwendeten stationdren Phasen fiir die HPLC (RP-18-Phasen) stof3en bei eini-
gen Trennproblemen an ihre Grenzen, z. B. bei der Analyse der gesamten Sdurefraktion aus
dem Weihrauchharz. So muss fiir die Ubersichtschromatogramme der Rohsiuren aus Weih-
rauchharzen ein langsamer Gradient verwendet werden. Hierbei wird der Methanolanteil der
mobilen Phase innerhalb von 30 Minuten von 65 auf 99 % MeOH erh6ht und danach 10 min
isokratisch mit diesem Methanolanteil eluiert. Dies sorgt zusammen mit der Aquilibrierzeit
(5-10 min) fiir eine Gesamtanalysenzeit von 50-55 min . Einige sehr unpolare Substanzen wie
BA und ABA eluieren selbst bei 99 % Methanol oder Acetonitril erst sehr spét (10-20 min),
wobei sie teilweise mit dhnlichen Substanzen koeluieren. Die Retentionszeit fiir die unpolars-
te Boswelliasdure (B-ABA 2) betrigt bei einer Flussrate von 1,2 ml x min" ca. 9 min (99 %
Methanol + 0,1 % TFA) bis ca. 44 min (90 % Methanol + 0,1 % TFA) bzw. ca. 16 min (99 %
Acetonitril + 0,1 % TFA) bis ca. 34 min (90 % Acetonitril + 0,1 % TFA) Bei polareren
FlieBmittelzusammensetzungen steigen die Retentionszeiten drastisch an und es tritt zusitz-
lich eine Peakverbreiterung u. a. aufgrund von Losungsproblemen auf.
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Die RP-18-Phase ist aufgrund ihres sehr unpolaren Charakters die stationdre Phase der
Wahl; ein Wechsel des Trennprinzips ist nicht sinnvoll. Mit der Verwendung einer monolithi-
schen RP-18-Phase hingegen werden die Grenzen der herkdmmlichen Phase hinsichtlich
Druck und Zusammensetzung der mobilen Phase unter Beibehaltung des Trennprinzips
erweitert.

Zur Untersuchung der Auftrennung der Harzsduren an einer monolithischen Phase wird
eine Chromolith Performance RP-18e-Sdule mit den Abmessungen 100 mm x 4,6 mm von der
Firma Merck verwendet. Als Vergleichssdule dient eine Saphir 250 mm x 4 mm-Séule mit
entsprechender 20 x 4 mm-Vorsiule (110 A PorengroBe, 5 um PartikelgroBe, Fa. GROM).
Alle anderen Bedingungen (HPLC-System, Injektionsventil, Injektionsschleife etc.) entspre-
chen den iblichen Methoden und werden beim Siulenwechsel nicht verdndert. Sie sind,
soweit nicht erwéhnt, fiir die vorliegenden Fragestellungen nicht relevant.

Fiir die Optimierungsversuche zur Ubersicht iiber die Sauren aus Weihrauchharzen wurde
die Sédurefraktion aus B. serrata (Probe 1, Bser Grl) verwendet, da dort das umfangreichste
Saurespektrum vorzufinden ist, wie das HPLC-Chromatogramm auf der bisher eingesetzten
RP-18-Phase in Abbildung 26 zeigt.
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Abb. 26: HPLC-Chromatogramm der Saurefraktion aus B. serrata (Probe 1, Bser Grl) auf einer
herkommlichen stationdren Phase. HPLC-System (,,Beckman 1, analytisch®) mit Saphir 110 als
stationdre Phase; Gradient 1, A = 210 nm. Probenkonzentration: 20 mg x ml” in Methanol.

Mit der monolithischen Phase werden einige Gradienten entwickelt, die eine schnellere
Trennung der Sdurefraktion aus dem Weihrauchharz bei gleicher Auflosung der Boswellia-
sduren zeigen. Das HPLC-Chromatogramm mit dem optimalen Gradienten ist in Abb. 27
zeigt, wobei die deutlich verkiirzte Zeitachse hervorzuheben ist.
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Abb. 27: HPLC-Chromatogramm der Saurefraktion aus B. serrata (Probe 1, Bser Grl) auf monolithi-
scher Phase. HPLC-System 3 mit Chromolith Performance als stationdre Phase; Gradient 20,
A =210 nm. Probenkonzentration: 20 mg x ml™' in Methanol.

Die Trennung der Sduren auf der monolithischen Phase ist dabei relativ robust. Das Opti-
mum liegt nicht in einer bestimmten Kombination aus Start- und Endzusammensetzung der
mobilen Phase oder Steilheit des Gradienten, sondern toleriert miBige Anderungen dieser
Parameter; Tab. 31 im Anhang D (S. 183) vergleicht die untersuchten Gradienten. Die Driicke
sind wie aus der Literatur bekannt moderat und weit unterhalb derjenigen von herkdmmlichen
stationdren Phasen (s. Tab. 30 auf S. 183). Bei allen optimalen Gradienten hilt sich der
Losungsmittelverbrauch in Grenzen (3-5 ml x ml™). Dieser wird teilweise durch die kiirzere
Analysenzeit (ca. 21 min beim besten Gradienten) ausgeglichen. Insgesamt kommt es im
Vergleich zum herkdmmlichen Gradienten zu einem Losungsmittel-Mehrverbrauch von
ca. 15-90 %: Wihrend bei der herkdmmlichen Phase in 45 min Analysenzeit und ca. ~10 min
Aquilibrierzeit insgesamt 66 ml mobile Phase benédtigt werden (bei 1,2 ml x min™), betrégt
der Verbrauch bei der monolithischen Phase 75-125 ml (21 min Analysen- und ca. 4 min
Aquilibrierzeit bei 3-5 ml x min™"). Der hervorzuhebende Vorteil der monolithischen Phase,
ndmlich die Verwendung hoher Flussraten zum Ausgleich fiir hohe Wasseranteile, kann nur
zum Teil ausgeschopft werden: Die Boswelliasduren fallen bei einem Methanolanteil von
weniger als 85 % in der mobilen Phase aus und eluieren sehr spét unter extremer Peakverbrei-
terung. Eine Quantifizierung der Boswelliasduren aus dem Ubersichtschromatogramm ist
aufgrund der Koelution vieler Verbindungen ebenfalls nicht ohne weiteres moglich. Dies ist
aber auch bei Verwendung der herkdmmlichen stationdren Phase nicht moglich. Die Verwen-
dung eines Flussgradienten zeigt keine nennenswerte Verbesserung der Trennung.
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3.2 Identifizierung und Quantifizierung von Kolophoniumbestandteilen im Weihrauchharz

3.2.1 Isolierung von Kolophoniumbestandteilen aus Probe 1 (Bser GrI)

Im Rahmen der Isolierung bekannter Sduren aus dem Weihrauchharz wurde in verschiede-
nen Proben nach Sduren gesucht, die bislang iiberhaupt nicht oder nicht im Weihrauchharz
beschrieben worden sind. Bei der Trennung von - und B-Boswelliasdure 3/1 mittels préipara-
tiver HPLC wird eine dritte Sdure erhalten, deren Massenspektrum mit denjenigen der beiden
zuvor genannten Verbindungen identisch ist. Diese Verbindung wird anhand spektroskopi-
scher Daten als 3o-Hydroxy-lup-20(29)ensdure (3-OH-LupA) 28 identifiziert, siche Abb. 28.

HO"" -
Hooc” © H

Abb. 28: 3o-Hydroxy-lup-20(29)ensdure (3-OH-LupA) 28, die erste aus dem Weihrauch isolierte
Triterpenséure mit Lupangeriist.””

Da diese Verbindung kiirzlich im Weihrauch beschrieben und in seiner Struktur aufgeklart

wurde,[so]

wird auf eine weitergehende Untersuchung der Substanz verzichtet. Es handelt sich
unzweifelhaft um eine natiirliche Komponente des Weihrauchharzes, deren 3-Acetyl-derivat
auch in allen HPLC-Chromatogrammen von Proben aus B. sacra zu sehen ist. Ob die beiden
Lupanséuren fiir diese Spezies typisch sind — also ausschlieBlich in B. sacra vorkommt — kann

derzeit nicht beantwortet werden.

Auf der Suche nach weiteren neuen Terpensduren im Weihrauchharz wird die Sdurefrak-
tion aus dem Harz von B. serrata (Probe 1, Bser Grl) mittels Flash-Chromatographie ge-
trennt. Die Chromatographie an Kieselgel liefert unter anderem zwei relativ unpolare Frak-
tionen (3+4) mit insgesamt 1,31 g (15,0 %) einer Mischung, die iiber Kieselgel nicht weiter in
ihre Bestandteile getrennt werden kann. Die Chromatographie von 768,1 mg der vereinigten
Fraktionen 3 und 4 an RP-Kieselgel liefert zwei jeweils einheitliche Fraktionen 4A (63,6 mg)
und 4B (153,4 mg) mit R~Werten von 0,27 bzw. 0,20 (MeOH:Wasser 90:10 auf RP-
Kieselgel).

Fraktion 4A wird durch Umkristallisation aus Methanol aufgereinigt und anhand spektro-
skopischer Methoden als Dehydroabietinsdure (DhAbiA) 38 identifiziert. Zu Vergleichs-
zwecken wird technische Abietinsdure (Abietinsdure (AbiA) und deren Isomere 39) nach
mehreren Literaturvorschriften™” %! zu DhAbiA 38 umgesetzt. Dabei liefert allein die
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Umsetzung von technischer Abietinsdure 38 mit Palladium auf Aktivkohle das gewiinschte
Produkt mit méBigem Erfolg (7 %). Die verschiedenen Methoden zur Darstellung von
DhADbiA 38 werden in Abb. 29 miteinander verglichen.

Toluol, Pd/C; A, 110h ||
Il

Pd/C (2 mol-%); A (Schmelze), 8 h
7%

Br,, CCl,, A, 3h

” o
”

Hooc N H  +Isomere Hooc \ H

Abb. 29: Umsetzung von Abietinsdure(-Isomeren) 39 zu Dehydroabietinsiure 38.

Tab. 13 vergleicht die *C-NMR-Verschiebungen der aus Weihrauchharz isolierten Dehy-
droabietinsdure 38 mit den Verschiebungen der partialsynthetisch hergestellten Verbindung

und zeigt die Ubereinstimmung mit den Literaturdaten und die Unterscheidung vom 4-Epimer
der DhADbiIA 38, der Callitrisinsdure 40.

Tab. 13: Vergleich der *C-NMR-Daten von isolierter und partialsynthetisch hergestellter DhAbiA 38
mit Literaturwerten fiir DhAbiA 38 und Callitrisinsaure 40.

DhAbiA 38, aus | DhAbiA 38, | DhAbiA 387" |  Callitrisinsiure 407"
Probe 1 (Bser Grl) | partialsyn-
isoliert thetisch
185.1 C=0O 185.5 C=0 185.0 C=0O - (181.0 C-19)
146.8 C 146.7 C 1469 C - (147.1 C-9)
1457 C 145.7 C 1458 C — (145.6 C-18)
1347 C 1347 C 1348 C 135.0 C-8 (127.2 C-14)
126.9 CH 126.9 CH 127.0 CH 126.8 C-14 (125.9 C-11)
124.1 CH 124.1 CH 1242 CH 1254 C-11 (124.2 C-12)
123.9 CH 123.9 CH 124.0 CH 124.0 C-12 (123.5 C-8)
474 C 474 C 475 C 529 C-5 (53.4 C-5)
446 CH 44.6 CH 447 CH 439 C-4 (44.6 C-4)
37.9 CH, 37.9 CH, 38.1 CH, 39.3 C-1 (40.4 C-1)
369 C 36.8 C 37.0 C 37.7 C-10 (39.0 C-3)
36.8 CH, 36.7 CH, 36.9 CH, 374 C-3 (38.8 C-10)
33.5 CH 334 CH 33,5 CH 334 C-15 (33.8 C-15)
30.0 CH, 30.0 CH, 30.1 CH, 32.0 C-7 (32.7 C-7)
25.1 CH; 25.1 CHs 25.2 CH;, 28.7 C-18 (29.8 C-18)
24.0 CH;, 24.0 CHs, 24.0 CH; 23.9 C-16/17 (24.2 C-16/17)
21.8 CH, 21.7 CH, 219 CH, 23.2 C-20 — )
18.5 CH, 18.5 CH, 18.6 CH, 20.9 C-6 (22.0 C-6)
16.2 CHj; 16.2 CHj; 16.3 CHs; 19.9 C-2 (21.1 C-2)
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Fraktion 4B lésst sich weder liber Diinnschicht-Chromatographie an Kieselgel, RP-Kiesel-
gel oder AgNOs-impragniertem Kieselgel noch per HPLC befriedigend in ihre Einzelkompo-
nenten auftrennen. Die Methylester hingegen kénnen mittels der gekoppelten Gas-Chromato-
graphie-Massenspektrometrie (GC-MS) gut voneinander getrennt und als Diterpene der
Abietan- und Pimaranreihe identifiziert werden.

Da diese Diterpensduren (Abb. 30) charakteristisch fiir Kolophonium sind, wird die Mog-
lichkeit untersucht, ob die Weihrauchharz-Probe 1 mit Kolophonium verunreinigt sein konnte.

HOOC Hooc” ” H Hooc” ™~

"":Iu
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Abb. 30: Diterpensduren als Hauptbestandteile im Kolophonium. Oben v. 1. n. r.: Abietinsdure 41,
Dehydroabietinsdure 38, Palustrinsidure 42, Neoabietinsdure 43. Unten v. L. n. r.: Levopimarinsédure 44,
Pimarinsdure 45, [sompimarinsiure 46, Sandaracopimarsiure 47.

Zu diesem Zweck wird Kolophonium (helle Qualitit) wie das Weihrauchharz zunichst
iiber Kieselgel, dann iiber RP-Kieselgel sdulenchromatographisch aufgetrennt. Dabei werden
zwei Hauptfraktionen erhalten, die in RWerten bei der Diinnschicht-Chromatographie sowie
den Retentionszeiten und Massenspektren bei der GC-MS iibereinstimmen. Auch die Séure-
muster stimmen sowohl in ihrer qualitativen als auch quantitativen Zusammensetzung gut
iiberein. Die beiden Kolophoniumkomponenten DhAbiA 38 und Abietinsdure 41 konnen
anhand authentischer Referenzsubtanzen eindeutig identifiziert werden. Bei den anderen vier
Diterpensduren kann mangels Referenzsubstanzen keine eindeutige Zuordnung zu einer der in
Frage kommenden Diterpensduren (Abb. 30) getroffen werden. Die Massenspektren zeigen
jedoch deutlich Signale, wie sie fiir Sduren der Abietan- und Pimaranreihe charakteristisch

304

sind.”* Die Weihrauchharzprobe 1 (Bser Grl) enthilt also Diterpensiduren, wie sie fiir

Kolophonium typisch sind.
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Abb. 31: GC-MS-Chromatogramm der Methylester von AbiA-Isomeren 39 aus Weihrauchharz
(Probe 1, Bser Grl), Lauf 3. Die Verbindungen bei 19,90, 20,20, 20,99 und 21,13 min sind nicht
genauer identifizierte Diterpensduren mit Abietan- oder Pimarangeriist. GC-Chromatogramme 4-7
siche Anhang E, ab S. 184.

Die Diterpensduren konnen mittels Diinnschicht-Chromatographie nicht ohne weiteres im
Weihrauchharz identifiziert werden. Diejenigen DC-Systeme, die sich bei der Identifizierung
der Boswellia-Spezies bewdhrt haben, versagen bei der Trennung der Diterpensduren von den
anderen Bestandteilen: Bei Pentan:Diethylether-Mischungen auf Kieselgel zeigen alle
Diterpensduren einen Re-Wert, der iiber den anderen Komponenten liegt. Da die Séuren
untereinander aber nicht weiter aufgetrennt werden, kann dieses DC-System allenfalls einen
Hinweis auf Diterpene liefern. Bei MeOH:Wasser-Mischungen auf RP-Kieselgel werden
zwar DhADbiA 38 und AbiA-Isomere 39 voneinander getrennt, aber die erste Verbindung zeigt
denselben R~Wert wie B-KBA 6. Dies kann dazu fiihren, dass eine Kolophoniumbeimischung
in Weihrauchharz nicht als solche identifiziert wird und bei einer quantitativen DC-Bestim-
mung ein zu hoher Wert fiir 3-KBA 6 erhalten wird. Die einzige bisher veréffentlichte quanti-
tative DC-Bestimmung von Boswelliasduren im Weihrauchharz®*! wurde mit HPTLC-
Kieselgel-Platten und einer Hexan: Aceton-Mischung als mobiler Phase durchgefiihrt. Dieses
System ist jedoch wie die iibrigen literaturbekannten DC-Systeme (siehe Tab. 32 in An-
hang F, S.187) nicht geeignet, die isolierten Diterpensduren von den Boswelliasduren
abzutrennen. Wihrend diese DC-Systeme weiterhin fiir die Identifizierung und Quantifizie-
rung von Weihrauchharz-Inhaltsstoffen verwendet werden konnen, miissen die Proben zuvor
mit einem DC-System getestet werden, das DhAbiA 38 und AbiA-Isomere 39 voneinander
und diese wiederum von den anderen Weihrauchharz-Inhaltsstoffen trennen kann. In einer
Versuchsreihe mit Mischungen auf Kieselgel bzw. RP-Kieselgel (siehe Tab. 32 in Anhang F,
S. 187) stellt sich eine 95:5-Mischung von Acetonitril und Wasser auf RP-Kieselgel als
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einziges brauchbares DC-System heraus. Die vier wichtigsten Boswelliasduren werden unter-
einander klar getrennt und ebenso DhAbiA 38 von den AbiA-Isomeren 39. Boswelliasduren
einerseits und DhADbiA 38 / AbiA-Isomere 39 andererseits wiederum werden ebenfalls von-
einander getrennt. Alle Weihrauchharzproben wurden mit diesem DC-System (95:5 Aceto-
nitril: Wasser auf RP-Kieselgel) getestet. Nur in Probe 1 (Bser Grl) wurden dabei die
genannten Diterpensiduren gefunden; bei Probe 13 (Bser OW1) konnten diese Sduren nicht mit
Sicherheit bestimmt werden.

Als Schnelltest auf eine Kolophoniumbeimischung stellt sich der Farbvergleich zwischen
Weihrauchproben (20 mgxml') und einer Riboflavinlésung (2 pgx ml') heraus.?!
Wihrend kolophoniumfreie Proben in dieser Konzentration farblos sind, zeigen Kolophoni-
um- und kolophoniumhaltige Proben eine deutliche Gelbfarbung, die derjenigen einer
Riboflavinlosung gleicht. Losungen der Weihrauchproben ergeben anhand der vorliegenden
Referenzproben durchweg farblose Losungen, allerdings miissen Kolophoniumprodukte
angesichts der groBBen Unterschiede in ihrer Zusammensetzung nicht unbedingt durchweg
farbig sein. Dieser Test ist allenfalls als Hinweis und nicht als Beweis fiir eine Verunreinigung
zu sehen und bedarf der Uberpriifung mit weiteren Kolophoniumproben.

Die Anwesenheit von Diterpensduren mit Abietan- und Pimarangeriist in Weihrauchharz
ist in der Literatur bisher nicht beschrieben worden; im Gegenteil gilt Kolophonium als
klassisches Verfilschungsmittel,/”> '%% 13- 127: 1921 g "k 13 ab S. 20. Auch im vorliegenden
Fall gibt es gute Griinde, die Abietin- und Pimarinsduren als Verunreinigung einzuordnen:

Bei der betreffenden Weihrauchharzprobe handelt es sich um eine billige Qualitét
und um eine Probe, deren botanische Herkunft nicht gesichert ist.

Bis auf Probe 13 sind alle anderen Harzproben frei von DhAbiA 38 und AbiA-Iso-
meren 39 — also insbesondere diejenigen, deren botanische Herkunft sicher ist.

Alle sauren Verbindungen, die bislang im Weihrauchharz gefunden wurden, kommen
aufgrund gleicher Stoffwechselwege auch als nichtsaure Derivate mit demselben
Grundgeriist vor, z. B. a- und B-Amyrin neben den Boswelliasduren. Im Weihrauch
sind als Diterpene bislang keine Diterpensduren bekannt und die iibrigen typischen
Diterpene wie Incensol und Serratol basieren auf vollig anderen Grundgertisten.

Die gefundenen Diterpenséduren sind in anderen Burseraceen unbekannt. Dieses che-
motaxonomische Argument gegen die Einordnung von Diterpensaduren als natiirliche
Komponenten im Weihrauchharz ist aber angesichts des liickenhaften chemischen
Wissens iiber die Familie der Burseraceen als schwach einzustufen.

Die Einordnung der Diterpensduren als Verunreinigung und somit als nichtnatiirliche
Weihrauchbestandteile ist insofern unsicher, dass nicht von allen Boswellia-Arten Referenz-
proben vorliegen. Es konnte also Weihraucharten geben, die Dehydroabietinsdure und
verwandte Verbindungen natiirlicherweise produzieren. Eine mogliche Spezies wére B. ovali-
foliolata, die aus demselben Ursprungsland (Indien) derjenigen Probe (Nr. 1, Bser Grl)
stammt, in der DhAbiA 38 und AbiA 39 gefunden wurde. Dagegen spricht jedoch, dass sich
in keiner der mehr als zwei Dutzend vorliegenden Proben von einem halben Dutzend
Boswellia-Arten Diterpensduren nachweisen lief3en.
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Die Anwesenheit von Kolophoniumbestandteilen (von denen je nach Verarbeitungsgrad
80-100 % auf Diterpenséduren entfallen) kann in mehrfacher Hinsicht von Nachteil sein:
Werden Extrakte oder andere Verarbeitungsprodukte flir (pri-)klinische Tests ver-
wendet, miissen diese grundséatzlich frei von weihrauchfremden Substanzen sein, da
sonst die Vergleichbarkeit der Ergebnisse nicht gewahrleistet ist.
Die im Kolophonium enthaltenen Abietin- und Pimarinsduren sind entziindungs-

(3083101 K olophonium gehdrt aus

hemmend,”*” kénnen aber auch Allergien auslosen.
diesem Grund zu den klassischen Ursachen arbeitsbedingter Allergien, wobei die Al-
lergie auslosenden Verbindungen wahrscheinlich Oxidationsprodukte der Diterpen-
sduren und nicht die Sauren selbst sind.”*!!?*"]

Bei Weihrauchharz, das fiir Raucherzwecke verwendet wird, kann die Beimischung
von Kolophonium zu allergieauslésenden oder anderen gesundheitsschadlichen Ver-
bindungen flihren. AuBBerdem vermindert sich dadurch der weihrauchartige Charakter

der Rauchermischung, denn Kolophonium weist keinerlei derartige Noten auf.

Mit 95:5 Acetonitril: Wasser auf RP-Kieselgel als DC-System kdnnen Kolophoniumbeimi-
schungen in Weihrauchharz und in vielen Verarbeitungsprodukten sicher und empfindlich
nachgewiesen werden. Prinzipiell ist diese Methode auch zur Quantifizierung von DhAbiA 38
geeignet, wobei sie dann mit der HPLC (s. Kap. 3.2.2) konkurrieren muss. Wihrend die
Ergebnisse in diesem Abschnitt ausschlielich mit HPTLC-Platten erhalten wurden, kann der
Nachweise von Kolophonium-Bestandteilen ebenso wie die Speziesidentifizierung (Kap. 3.1)
auch mit herkdmmliche DC-Platten und RP-Kieselgel als stationdre Phase vorgenommen
werden.

322 Quantifizierung von Kolophoniumbestandteilen in Probe 1 (Bser Grl)

Die Quantifizierung des Kolophoniumanteils in der Probe 1 (Bser Grl) erfolgt mit Hilfe
der HPLC unter Verwendung einer herkdmmlichen stationdren RP18-Phase. Da die Dehydro-
abietinsdure 38 im Gegensatz zu den meisten anderen Diterpenséduren im Kolophonium eine
stabile Verbindung ist und leicht an ihrem UV-Spektrum erkannt werden kann, wird aus-
schlieBlich ihr Anteil in der verunreinigten Probe quantifiziert. Durch Bestimmung des
DhAbiA-Anteils in einer Kolophonium-Vergleichsprobe, die 1t. GC-MS (s. vorheriges Kapi-
tel) in etwa das gleiche Sdurespektrum aufweist, kann auf den Kolophoniumanteil im Weih-
rauchharz der Probe 1 geschlossen werden.

Wie schon bei der Diinnschichtchromatographie lésst sich die Dehydroabietinsdure unter
Verwendung von Methanol in der mobilen Phase selbst mittels analytischer HPLC nicht
ausreichend von B-KBA 6 abtrennen. Zwar ist in der Literatur eine HPLC-Methode***!
beschrieben, bei der DhAbiA in kolophoniumhaltigen Proben mit Methanol in der mobilen
Phase quantifiziert wurde, aber diese Proben enthielten nicht gleichzeitig Weihrauchbestand-
teile. Die HPLC-Chromatogramme in den Abbildungen 32-34 verstirken den aus der Diinn-
schicht-Chromatographie erhaltenen Eindruck, dass die Probe 1 (Bser Grl) eine Mischung
von Weihrauch und Kolophonium ist: Neben den vier -Boswelliasduren zeigt das HPLC-
Chromatogramm von Bser Grl nicht nur die Peaks von DhAbiA 38 und AbiA-Isomeren 39
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(durch Analyse von Referenzsubstanzen ermittelt), sondern auch die vielen bislang nicht
identifizierten Verbindungen zu Beginn des Chromatogramms, die bei Weihrauchharz fehlen.
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Abb. 32: HPLC-Chromatogramm der Saurefraktion von B. serrata (Probe 2) mit Methanol in der
mobilen Phase (A =210 nm). HPLC-System 1 (,,Varian analytisch®) mit Saphir-Material als stationire
Phase, Gradient 22. Probe: 5 mg x ml™" Siurefraktion von B. serrata (Probe 2, Bser 1W1) in Methanol.

Auf die Bezeichnung der iibrigen identifizierten Verbindungen wurde bei dieser und den folgenden
Abbildungen aus Griinden der Ubersichtlichkeit verzichtet.
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Abb. 33: HPLC-Chromatogramm der Sédurefraktion aus Kolophonium mit Methanol in der mobilen

Phase (A =210 nm). HPLC-System 1 (,,Varian analytisch*) mit Saphir-Material als stationdre Phase,
Gradient 22. Probe: 5 mg x ml" Saurefraktion aus Kolophonium in Methanol.
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Abb. 34: HPLC-Chromatogramm der Séurefraktion von B. serrata (Probe 1) mit Methanol in der
mobilen Phase (A =210 nm). HPLC-System 1 (,,Varian analytisch*) mit Saphir-Material als stationére
Phase, Gradient 22. Probe: 5 mg x ml™' Siurefraktion von B. serrata (Probe 1, Bser Grl) in Methanol.

Wie bereits bei der Diinnschicht-Chromatographie ermoglicht die Zumischung von Aceto-
nitril eine Trennung von Weihrauch- und Kolophoniumbestandteilen, insbesondere von
B-KBA 6 und der zu quantifizierenden DhAbiA 38. Da Methanol aber eine bessere Auftren-
nung der iibrigen Sduren ermdglicht, wurde nicht ausschlieBlich Acetonitril, sondern eine
Mischung mit Methanol im Verhéltnis 1:1 und wechselnden Wasseranteilen verwendet.

Die HPLC-Chromatogramme in den Abbildungen 35-38 zeigen die Séurefraktionen der
Proben Nr. 2 (Bser 1W1, kolophoniumfrei), Nr. 1 (Bser Grl, kolophoniumhaltig), von Kolo-
phonium sowie einer 1:1-Mischung der Séurefraktionen von Probe 2 und Kolophonium.
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Abb. 35: HPLC-Chromatogramm der Séurefraktion von B. serrata (Probe 2) mit MeCN:MeOH-
Mischung in der mobilen Phase (A =210 nm). HPLC-System 1 (,,Varian analytisch®) mit Saphir-
Material als stationire Phase, Gradient 23. Probe: 20 mg x ml” Saurefraktion von B. serrata (Probe 2,
Bser 1W1) in Methanol, eine kolophoniumfreie Weihrauchprobe.
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Abb. 36: HPLC-Chromatogramm der Saurefraktion aus Kolophonium mit MeCN:MeOH-Mischung in
der mobilen Phase (A =210nm). HPLC-System 1 (,,Varian analytisch®) mit Saphir-Material als
stationire Phase, Gradient 23. Probe: 20 mg x ml™' Siurefraktion aus Kolophonium in Methanol.

Die Trennung von DhAbiA 38 und B-KBA 6 ist fiir eine Quantifizierung ausreichend, wie
Abb. 37 zeigt. Probe 1 ist mittels HPLC von der Mischung aus kolophoniumfreiem Weih-
rauch und Kolophonium nicht zu unterscheiden.
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Abb. 37: HPLC-Chromatogramm der Siurefraktion von B. serrata (Probe 1) mit MeCN:MeOH-
Mischung in der mobilen Phase (A =210 nm). HPLC-System 1 (,,Varian analytisch®) mit Saphir-

Material als stationédre Phase, Gradient 23. Probe: 20 mg x ml" Sdurefraktion von B. serrata (Probe 1,
Bser Grl) in Methanol.
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Abb. 38: HPLC-Chromatogramm der Mischung von Séurefraktion aus B. serrata (Probe 2) und
Kolophonium (A =210 nm; mobile Phase: MeCN:MeOH 1:1 v/v). HPLC-System 1 (,,Varian
analytisch) mit Saphir-Material als stationdre Phase, Gradient 23. Probe: 20 mg x ml" Mischung aus
Saurefraktion von B. serrata (Probe 2, Bser 1W1) und Kolophonium (1:1 m/m) in Methanol.

Abb. 39 zeigt die Kalibriergerade fiir DhAbiA 38 einschlieBlich der Messwerte fiir Probe 1
(Bser Grl) und Kolophonium.
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Abb. 39: Kalibriergerade und Messwerte fiir die Quantifizierung von DhADbiA 38 mittels HPLC.
[J: Absorption bei 6,0 mg x ml' Saurefraktion aus Kolophonium. O: Absorption bei 20,0 mg x ml"
Saurefraktion aus Weihrauchharz (Probe 1, Bser Grl).
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Der DhAbiA-Anteil in Kolophonium (ca. 10 %) stimmt mit den Literaturangaben gut
tiberein.'! Die Harzprobe 1 enthilt ca. 0,7 % DhAbiA 38 und somit etwa 7 Gew.-% Kolopho-
niumharz, sieche Tab. 14. Dieser Wert stimmt mit den Anteilen fiir DhAbiA 38 iiberein, die
mittels Sdulen-Chromatographie aus derselben Proben isoliert wurden (Kap. 4.5.2.1 und
4.5.2.2).

Tab. 14: Vergleich der DhAbiA 38-Anteile gemidfl HPLC und FC. Details zur FC siche Kap. 4.5.2.2
und 4.5.2.3 (ab S. 119). *): Unter Einbeziehung von Fraktion 6A, die neben DhAbiA 38 betrdchtliche
Mengen an AbiA-Isomeren 39 enthilt.

DhADiA 38 nach HPLC... DhADiA 38 nach FC...
Probe ...in der Probenldsung | ...inder Sdure- |..im Harz| ... 1in der Séure- | ... im Harz
[mg x ml™] fraktion [m/m] [m/m] fraktion [m/m] [m/m]
Kolophonium 0,598 9,96 % 9,52 % 8,90 % 8,50 %
(95,6 % RS) bei 6,0 mg Séure-
fraktion x ml”!

Weihrauchharz 0,668 3,34 % 0,691 % 3,04 % 0,630 %
Nr. 1 (Bser Grl) bei 20,0 mg 3,62 %* 0,750 %*
(20,7 % RS) Saurefraktion x ml™

Die exakte Bestimmung des Kolophoniumanteils in Weihrauchharzproben ist im vorlie-
genden Fall nicht moglich, da der DhAbiA-Anteil im Kolophonium im Allgemeinen produk-
tions- und lagerungsbedingt starken Schwankungen unterliegt.'” ***) Exakt kann die Kolopho-
niumbeimischung nur fiir den Fall bestimmt werden, in dem das zugemischte Kolophonium
ebenfalls vorliegt und darin der DhAbiA-Anteil quantifiziert werden kann. Da im vorliegen-
den Fall Sduremuster von verunreinigter Weihrauchharz- und Kolophoniumprobe gut iiberein-
stimmen (siehe GC-Chromatogramme der Methylester in Anhang E ab S. 184), ist die Uber-
tragung des DhAbiA-Anteils von der Kolophoniumprobe auf die Kolophoniumbeimischung
in der Weihrauchharzprobe eine gute Nidherung.

Selbst wenn die Kolophoniumbeimischung grob auf 5-10 % Kolophoniumharz in Weih-
rauchharz angegeben wird, handelt es sich dabei um eine mehr als unerhebliche Verunreini-
gung. Diese kann nicht mit den iiblichen Tests (Tab. 7, S. 18) ermittelt werden, da hierzu der
Anteil zu gering ist und oft nicht genug iiber die natiirliche Variationsbreite des Ergebnisses
bei kolophoniumfreien Weihrauchharzproben bekannt ist. Ob es sich dabei um eine vorsitzli-
che oder versehentliche Beimischung handelt, kann nicht beurteilt werden. Die verunreinigte
Probe wurde im reguldren Handel von einem GroBhédndler gekauft. Da der Handel mit dem
Weihrauchharz und die Weiterverarbeitung in Europa iiber wenige Firmen erfolgt, konnen
Verunreinigungen im Weihrauchharz also iiber mehrere Héndlerketten an den Endverbraucher
weitergereicht werden — mit den im vorangegangenen Kapitel geschilderten Konsequenzen.



3.2 Identifizierung und Quantifizierung von Kolophoniumbestandteilen im Weihrauchharz =~ 71

323 Trennung von DhAbiA 38 und -KBA 6 auf monolithischer RP-18-Phase

Neben den Ubersichtschromatogrammen iiber die Siurefraktion sind die Quantifizierung
einzelner Boswelliasduren und die Identifizierung eventuell vorhandener nicht-natiirlicher
Beimischungen im Weihrauch von Interesse. Als Beispiel hierfiir konnen Kolophoniumbe-
standteile dienen. Wie die Abbildungen 32-34 auf S. 66-67 zeigen, koeluiert auf einer
partikuldren RP-18-Phase das Verbindungspaar B-KBA 6 / DhAbiA 38 bei Verwendung von
Methanol/Wasser-Mischungen als mobile Phase. Auf der monolithische Phase werden die
beiden Verbindungen hingegen beinahe bis zur Basislinie getrennt, wie Abb. 40 zeigt. Fiir
eine Identifizierung der Dehydroabietinsdure 38 als Kennzeichen einer Kolophoniumverun-
reinigung (s. Kap. 3.1.4) ist dies vollig ausreichend, zumal dabei das zweite Ziel — die
Ubersicht iiber die gesamte Siurefraktion — nicht beeintrichtigt wird.
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Abb. 40: Trennung von DhADbiA 38 und B-KBA 6 auf monolithischer stationdrer HPLC-Phase.
Proben: DhAbiA 38 und B-KBA 6 je 0,1 mgx ml” (links) und 20 mgx ml" Saurefraktion aus
Harzprobe 1 (Bser Grl, rechts). Bedingungen bei beiden Laufen: HPLC-System 3 (,,Beckman analy-
tisch*) mit Chromolith als stationédre Phase, Gradient 21, MeOH als Losungsmittel fiir die Proben.

Trotz der bereits in Kap. 3.1.5 (S. 57) angesprochenen Nachteile ist die monolithische
stationdre Phase eine konkurrenzfihige Alternative zu den partikuldren Phasen: Bei tolerier-
barem Mehrverbrauch an Losungsmittel wird die Analysenzeit mehr als halbiert und das ohne
Verlust an Information bei den entstehenden Chromatogrammen. Zusétzlich werden Tren-
nungen iberhaupt erst ermoglicht, fir die auf der partikuldreren Phase ein Wechsel der
mobilen Phase notwendig wire.
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3.3 Isolierung der Saurefraktion aus dem Weihrauchharz mittels lonenaustauscher

Der eingesetzte lonenaustauscher IRA-900 wird zunéchst auf grundlegende Eigenschaften
getestet. Der Wasseranteil wird durch Trocknen am Hochvakuum mit 58 % ermittelt und
stimmt mit der Herstellerangabe von 60 % iiberein, wihrend fiir die Austauscherkapazitit ein
Wert von 3,34 mmol x g festgestellt wird. Er weicht zwar deutlich von der Herstellerangabe
von 4,00 mmol x g ab, was aber auf die Methoden der Kapazititsbestimmung zuriickzufiih-
ren ist. Im Folgenden wird zur Abschitzung der einzusetzenden Austauschermenge immer
mit der selbst bestimmten Kapazitdt gerechnet.

Um zu priifen, ob ein Ionenaustausch mit den Harzsduren aus dem Weihrauchharz im
nichtwissrigen Medium iiberhaupt stattfindet, wird in einem Vortest vakuumgetrockneter
Ionenaustauscher und als Losungsmittel Methanol, Dichlormethan und Diethylether verwen-
det. Eine exakt eingewogene Menge der Saurefraktion aus der Harzprobe 1 (Bser Grl) wird
mit [onenaustauscher der etwa doppelten Kapazitidt und einem der drei genannten Lésungs-
mittel versetzt. Die Mischung wird in einem Glaskolben mit einem Magnetriihrer geriihrt; die
Adsorption wird per Diinnschichtchromatographie verfolgt. Nachdem nach iiber 24 h keine
Anderung mehr zu beobachten ist, werden die Proben gefiltert und nicht adsorbierter und
adsorbierter Teil gravimetrisch bestimmt; die Ergebnisse zeigt Tab. 15.

Tab. 15: Adsorption von Harzsduren an den lonenaustauscher IRA-900 in organischen Losungsmit-
teln. Die Werte dienen nur zur groben Orientierung, s. Text.

Diethylether Methanol Dichlormethan
Einwaage Séaurefraktion [mg] 254,0 255,8 280,5
Adsorbierte Sduren [mg] 23,6 (9,29 %) | 103,7 (40,5 %) 135,6 (48,3 %)
Nicht adsorbierte Sduren [mg] 139,9 (55,1 %) 10,6 (4,14 %) 11,7 (4,17 %)
Verhiltnis von adsorbierten (A) zu
nicht adsorbierten (NA) Sduren 1:5.9 281 11.6:1
Wiederfindung A + NA [%] 64 45 53

Die Harzsduren werden aus Methanol oder Dichlormethan deutlich effizienter an den
Ionenaustauscher adsorbiert als aus Diethylether. Diese Ergebnisse sind jedoch nicht verallge-
meinerbar, denn die Wiederfindung ist durchweg sehr schlecht (45-64 %). Bei Methanol und
Dichlormethan kommt es aulerdem zu einer heftigen Reaktion beim Mischen von Ldsungs-
mittel und vakuumgetrocknetem Ionenaustauscher (Zerplatzen der Harzkiigelchen), und durch
die mechanische Beanspruchung beim Riihren wird das Austauscherharz zusitzlich zerstort.
Ein Versuch mit einer groBeren Menge an Rohextrakt und einer Ethanol/Diethylether-
Mischung verlduft hingegen erfolgreich. Da Ethanol allein kein ideales Losungsmittel fiir
Weihrauchextrakte ist, wird eine Mischung aus Ethanol und Diethylether verwendet. Der
Versuch wird in einer Glassdule durchgefiihrt, so dass die mechanische Beanspruchung des
Ionenaustauschers minimiert wird. Die Diinnschicht-Chromatogramme von Rohextrakt,
Saurefraktion und Neutralkomponenten stimmen mit den entsprechenden Fraktionen nach
dem klassischen Verfahren iiberein. Der Anteil der Sduren am Rohextrakt ist bei beiden
gleich: Beim klassischen Verfahren werden 21 % Sauren aus dem Harz erhalten, beim Ionen-
austauscherverfahren knapp 25 %. Das Verhéltnis von Sdurefraktion zu Neutralverbindungen
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betrigt bei der Fliissig-Fliissig-Extraktion 1,44:1 und beim Ionenaustauscherverfahren 1,37:1.
Ein Versuch zur maximalen Beladung ergibt, dass mit 100 g IRA-900 maximal 43 g Saure-
fraktion isoliert werden kdnnen.

Um den Einfluss des Losungsmittels auf die Adsorption der Sduren néher zu bestimmen,
wurden weitere Tests mit einer leicht verdnderten Vorgehensweise durchgefiihrt, so dass die
starke mechanische Beanspruchung durch das Riihren mit dem Magneten vermieden wird.
Als Losungsmittel werden Dichlormethan, Diethylether, Methanol, fert.-Butyl-methyl-ether
(MTBE), iso-Propanol und Tetrahydrofuran verwendet. Der dabei verwendete lonenaustau-
scher wurde dazu vorher mit einem Zyklus im selben Losungsmittel behandelt (also ,,feucht®
im jeweiligen Losungsmittel eingesetzt) und das Rithren mit dem Magnetrithrer durch ein
mittelstarkes maschinelles Schwenken ersetzt. Eine exakt eingewogene Menge an Weihrauch-
Rohextrakt wird mit dem ,,feuchten* Ionenaustauscher versetzt und iiber einen definierten
Zeitraum in einer Spritze mit Fritte geschwenkt. Durch mehrmaliges Spiilen mit dem jeweils
verwendeten Losungsmittel werden nicht adsorbierte Sduren (NA) vom lonenaustauscher
gewaschen; anschlieBend werden die adsorbierten Sduren (A) mit 10 % Essigsdure im
verwendeten Losungsmittel eluiert. Das Verfahren ist schematisch in Abbildung 41 darge-
stellt.

125 mg Siurefraktion
aus dem Weihrauchharz

Ldsen in Losungsmittel (LM)

Aufziehen auf Spritze mit ca. 500 mg IRA-900
Schwenken fiir 10 min, 1 h oder 24 h

TN

Elution mit 3-5 x 2 ml LM Elution mit 3-5 x 2 ml 10 % HOAc in LM
NA A (min)
= Nichtadsorbierte = Adsorbierte Sduren nach minimaler
Sauren Kontaktzeit bei der Desorption

Aufziehen von 3-4 ml 10 % HOAc in LM
Schwenken tiber 1 h
Elution mit 3-5 x 2 ml 10 % HOAc in LM

A(h)
= Adsorbierte Sduren nach 1 h
Kontaktzeit bei der Desorption

Aufziehen von 3-4 ml 10 % HOAc in MTBE
Schwenken iiber 1 h
Elution mit 3-5 x 2 ml 10 % HOAc in MTBE

A (1 h MTBE)
= Adsorbierte Sduren nach 1 h Kontaktzeit
bei der Desorption in MTBE

Abb. 41: Schematische Vorgehensweise zur Bestimmung der Losungsmittelabhéngigkeit bei der
Adsorption von Harzséuren an IRA-900.
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Die Wiederfindungsraten (=Summe von Neutralkomponenten und Saurefraktion) liegen
fast bei allen Ansdtzen im Bereich von 90-100 %; eine unspezifische Adsorption von
Verbindungen an die lIonenaustauschermatrix wird nicht beobachtet. Auch zeigen die
Leerproben (=ohne Séurefraktion), dass nur bei Actenotril und Tetrahydrofuran nennenswerte
Mengen an Artefakten entstehen. Acetonitril wurde aus den weiteren Versuchen als Lo-
sungsmittel ausgeschlossen, weil es schon bei kurzer Kontaktzeit mit der OH-Form des
Ionenaustauschers zu Acetamid umgesetzt wird (Abb. 42). Die Identitit der Verbindung
wurde anhand des Schmelzpunktes und der *C-/'"H-NMR-Verschiebungen gesichert.

cat. OH- N H;0 NH,
HC—C=EN  ————> Hc-—¢ ———> HC-C

\ OH- ‘o

"

Abb. 42: Entstehung von Acetamid aus Acetonitril an der OH-Form des Ionenaustauschers IRA-900.

Im Folgenden werden zunichst die Ergebnisse bei den einzelnen Losungsmitteln disku-
tiert. Im Anschluss daran (Abb. 49-51 ab S. 78) werden dann die verschiedenen Losungsmit-
tel hinsichtlich ihrer Verwendbarkeit beim Ionenaustausch im nichtwissrigen Medium
verglichen.

Iso-Propanol ermoglicht eine nahezu vollstindige Adsorption von Harzsduren an das Io-
nenaustauscherharz, allerdings wird der Anteil adsorbierter Sduren von 87 % (Messwerte bei
24 h, s. Abb. 43) erst nach sehr langer Zeit (24 h) erreicht. Der Vergleich zwischen minimaler
(= ca. 5 min) und 60 min Desorptionszeit (untere bzw. mittlere Linie in Abb. 43) zeigt, dass
auch zur Desorption eine gewisse Zeit notig ist. Angesichts der nahezu sofortigen und auch
optisch beobachtbaren pH-Wert-Anderung (Farbumschlag beim Ionenaustauscher) ist die
Diffusion der Sduren an freie aktive Stellen im Inneren des lonenaustauscherharzes die
plausibelste Erkldrung fiir diese Verzdgerung. Der Anteil der zusitzlich desorbierten Séuren
erhoht sich um ca. 10 % (bei 10 min Adsorption) bzw. 20 % (bei 60 min Adsorption) und
verschwindet erst nach Erreichen der maximalen Adsorptionsmenge.

100%
Ausbeute-
90% -
80% -

70% A

60% -

-l 1 h Desorption in MTBE
—&— 1 h Desorption in iPrOH
—&—minimale Desorptionszeit

50% A

10 min 60 min Adsorptionszeit 24 h

Abb. 43: Zeitabhingige Adsorption der Harzsduren an IRA-900 in iso-Propanol.
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Das nachgeschaltete Schiitteln mit 10 %iger Essigsdure in MBTE ergibt eine eindeutige,
aber schwache Ausbeuteerh6hung um bis zu 5 %. MTBE wurde gewihlt, da die Harzséuren
nach 1 h Schiitteln praktisch vollstindig desorbierten und der Umgang damit aufgrund des
relativ hohen Siedepunktes einfach ist. Es stellt auBerdem ein sehr gutes Losungsmittel fiir
Harzséuren dar und lag in HPLC-Qualitét vor, so dass keine weiteren Verunreinigungen in die
Probe eingebracht werden. Iso-Propanol ist somit prinzipiell als Losungsmittel fiir den Ionen-
austausch geeignet, fiir Routinezwecke jedoch storen die langsame Adsorption und die
langsame Desorption der Sduren.

Bei Methanol verlduft die Adsorptionskurve (Abb. 44) fast waagerecht zur Zeitachse. Die
Adsorption der Harzsduren erreicht bereits nach 10 min ihr Maximum und geht somit extrem
schnell vonstatten. Die Verringerung der Adsorption (unterste Linie) ist wahrscheinlich auf
die Diffusion von Harzsduren in das Innere des Ionenaustauscherharzes und damit auf eine
langsame Desorption und nicht auf eine generell geringe Adsorption zurlickzufiihren. Wichtig
ist fir die Desorption, dass diese nach 1 h in methanolischer Essigsdure vollstindig ist;
weiteres Schiitteln mit Essigsdure in MTBE ergibt keine weitere Desorption.

100% -

Ausbeute-

g — 4'\
80% - \

70% A

60% -

-l 1 h Desorption in MTBE
50% A —k— 1 h Desorption in MeOH
—4— minimale Desorptionszeit

10 min 60 min Adsorptionszeit 24 h

Abb. 44: Zeitabhiangige Adsorption der Harzsduren an IRA-900 in Methanol.

Tetrahydrofuran zeigt einen dhnlichen Kurvenverlauf wie iso-Propanol mit rascher, beina-
he vollstindiger Adsorption und rascher Desorption nach 1h mit Essigsdure in THF
(Abb. 45). Allerdings liegt die Wiederfindung konstant bei ca. 120 %, was auf die Entstehung
eines Nebenproduktes schlieen ldsst. Eine Untersuchung des Produktes mittels NMR zeigt
Signale, wie sie fiir langkettige Kohlenwasserstoffe wie Schliff-Fett (grease) typisch sind. Die
tiber 100 % hinausgehenden Ausbeuten rithren demnach eher von Verunreinigungen im THF
her als von Nebenreaktionen zwischen THF und Ionenaustauscher. Tetrahydrofuran wurde
von der weiteren Verwendung mit dem Ionenaustauscher ausgeschlossen. Prinzipiell und nach
Klarung des o. a. Sachverhaltes steht einer Verwendung nichts im Wege, zumal die Adsorp-
tion und das Losungsverhalten hervorragend sind. Allerdings unterscheidet es sich in seiner
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Verwendbarkeit nur wenig von Diethylether (s. dort) und ist dabei aufgrund der starken
Neigung zur Peroxidbildung schwieriger als letzteres zu handhaben.

100% -+
Ausbeute-
90% -
80% -

70% -

60% -

-l 1 h Desorption in MTBE
50% A —&— 1 h Desorption in THF
—e— minimale Desorptionszeit

10 min 60 min Adsorptionszeit 24 h

Abb. 45: Zeitabhidngige Adsorption der Harzsduren an IRA-900 in Tetrahydrofuran.

Diethylether zeichnet sich durch eine dem iso-Propanol vergleichbare Adsorption und sehr
rasche Desorption aus (Abb. 46). Von Nachteil ist jedoch der maximale Adsorptionsanteil von
knapp tiber 80 %, der hinter den entsprechenden Werten bei Methanol, iso-Propanol und
Tetrahydrofuran zuriickbleibt.

100% -~
Ausbeute -
90% -
80% -

70% -

60% -

-1 h Desorption in MTBE
—&— 1 h Desorption in Diethylether
—— minimale Desorptionszeit

50% A

10 min 60 min Adsorptionszeit 24 h

Abb. 46: Zeitabhiangige Adsorption der Harzsduren an IRA-900 in Diethylether.

Bei Verwendung von MTBE als Losungsmittel (Abb. 47) steigt die Menge der adsorbier-
ten Harzsduren, die mit Essigsdure nach 1h in MTBE (in diesem Fall also 2 h Desorption in
der MTBE/HOAc-Mischung) erhalten werden, wie bei den anderen Losungsmitteln mit
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zunehmender Adsorptionszeit an. Diese Zeit ist fiir die Desorption unerlésslich, da sonst trotz
definitiv adsorbierter Sduren bei rascher (max. 5 min) oder einstiindiger Dauer nicht alle
adsorbierten Sduren vom lonenaustauscher zuriickgewonnen werden. Dieser Effekt wurde
auch bei iso-Propanol beobachtet.

100% -
Ausbeute-
90% -
80% -

70% A

60% -

-l 2 h Desarption in MTBE
—&—1 h Desorption in MTBE
—4— minimale Desorptionszeit

50% A

10 min 60 min Adsorptionszeit 24 h

Abb. 47: Zeitabhiangige Adsorption der Harzsduren an IRA-900 in MTBE.

Die Adsorption aus Dichlormethan schlieBlich (Abb. 48) zeigt, dass bei 24 h Adsorptions-
zeit durchweg nicht mehr, sondern weniger Harzsduren als nach 1 h adsorbiert werden. Dies
kann nicht an einer langsamen Desorption von Harzsduren bei der Elution mit Essigsdure in
DCM oder MTBE liegen, denn alle drei Kurven liegen bei den ersten beiden Messwerten
nahe beieinander. Die Harzsduren werden also unspezifisch in die lonenaustauschermatrix
gebunden und auch nach Protonierung erst langsam aus dem Austauscherharz entlassen.

100% 1
Ausbeute 4
90% -+
80% A+

70% A

60% -

-l 1 h Desorption in MTBE
50% —&— 1 h Desorption in DCM
—4— minimale Desorptionszeit

10 min 60 min Adsorptionszeit 24 h

Abb. 48: Zeitabhidngige Adsorption der Harzsduren an IRA-900 in Dichlormethan.
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Dies ist in Ubereinstimmung mit der Beobachtung, dass nach 24 h Adsorption ein Unter-
schied zwischen 10- und 60-miniitiger Desorption besteht. Es ist denkbar, dass eine weitere
Verldngerung der Desorptionszeit die Ausbeute weiter erhohen wiirde. Derart lange Desorpti-
onszeiten sind aber nicht praxisrelevant und wurden daher nicht getestet. Dichlormethan und
andere halogenierte Kohlenwasserstoffe sind aus einem weiteren Grund fiir die Praxis
weniger geeignet: Durch die geringere Dichte des Ionenaustauschers schwimmt dieser bei
Verwendung halogenierter Losungsmitteln in einer Glassdule obenauf. Dadurch wird der
Stoffaustausch erschwert, sofern nicht eine Vorrichtung zur Fixierung des lonenaustauschers
installiert wird.

Der Vergleich der verschiedenen Losungsmittel in Abb. 49 zeigt nun bei Methanol, Tetra-
hydrofuran und Dichlormethan den paradoxen Effekt, dass die Menge adsorbierter Substan-
zen nicht in gleichem Malle mit der Adsorptionszeit steigt, die Adsorptionskurven also nicht
mehr oder minder parallel zueinander verlaufen. Verantwortlich dafiir sind zwei entgegenge-
setzte Effekte, ndmlich

zunehmende Adsorption (z. B. durch Diffusion von Siuren an aktive Stellen im Inne-
ren der Harzkiigelchen) und

langsamere Desorption: lingere Wegstrecke desorbierter Molekiile aus den Harzkii-
gelchen hinaus; verstdrkt durch eine Wechselwirkung der unpolaren Séuren mit der
Ionenaustauschermatrix (backbone interaction).
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Ausbeute -
n
90% -+ =
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70%
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60% -~ -
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—&- -MeOH
50% - — & - Dichlormethan
— B - Tetrahydrofuran
—e—NMTBE
—— iso-Propanal

—&— Diethylether

10 min 60 min  Adsorptionszeit 24h

Abb. 49: Losungsmittelabhéngige Adsorption von Harzséuren an IRA-900 bei minimaler Desorptions-
zeit (ca. 5 min).

Aus Abb. 49 kann man also nur fiir diejenigen Félle Riickschliisse ziehen, in denen die
Desorptionszeit der limitierende Faktor ist.
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Erkennbar ist, dass
der Ionenaustausch prinzipiell mit allen getesteten Losungsmitteln funktioniert;
die maximalen Adsorptionsraten bei ca. 75-95 % liegen, der lonenaustausch also gute
bis sehr gute Ausbeuten liefert;
die Adsorption bei Methanol und Dichlormethan am schnellsten stattfindet und bei
Erreichen der maximalen Adsorption wieder abzufallen scheint; und dass
die Adsorption bei Diethylether und Tetrahydrofuran langsam und bei MTBE und
iso-Propanol sehr langsam, aber schlielich bei allen Losungsmitteln mit mindestens
mittelmaBiger Effizienz vonstatten geht.

Demzufolge bieten sich bei kurzen Desorptionszeiten (ca. 5 min) als Losungsmittel fiir die
Isolierung mittels Ionenaustauscher an:

Methanol und Dichlormethan mit guter Effizienz bei kurzer Adsorptionszeit
(10 min).
Tetrahydrofuran mit guter und Diethylether mit méBiger Effizienz bei mittlerer Ad-
sorptionszeit (60 min).
Tetrahydrofuran, iso-Propanol und Diethylether, MTBE und Methanol mit mittel-
méBiger Effizienz bei langer Adsorptionszeit und maximaler Ausnutzung der Ionen-
austauscher-Kapazitit.

Die Verldngerung der Desorptionszeit von ca. 5 auf 60 min (Abb. 50) verdndert den Kur-
venverlauf der Ausbeute dahingehend, dass nun die Adsorptionsrate bei iso-Propanol,
Diethylether und Tetrahydrofuran mit der Adsorptionszeit zunimmt. Bet MBTE und Dichlor-
methan ist dies nicht der Fall, wie bereits bei den jeweiligen Losungsmitteln erldutert wurde.
Bei Methanol wird nach 24 h Adsorptionszeit ebenfalls eine geringere Adsorptionsrate als
nach 1 h gemessen, allerdings liegt diese im Bereich der tiblichen Messschwankungen, sodass
wohl eher eine Stagnierung auf hohem Niveau als eine mangelnde Desorption vorliegt.

100% - -
Ausbeute | s
%1 00 e—————— 777
A
80% A+

70% -

60% -

—# -MeOH

— k- ﬁi_lgglgrmethan
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50% A — B - Tetrahydrofuran
—k— Diethylether
—l—iso-Propanol

10 min 60 min Adsorptionszeit 24 h

Abb. 50: Losungsmittelabhdngige Adsorption von Harzsiduren an IRA-900 bei 1 h Desorptionszeit.
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Wenn eine Desorptionszeit von 1 h mdglich ist, dndert sich die Bewertung einiger Lo-
sungsmittel hinsichtlich des Einsatzes zur Isolierung von Harzsauren:

Methanol und Dichlormethan sind immer noch die Lésungsmittel der Wahl bei einer
kurzen Adsorptionszeit von 10 min.
Tetrahydrofuran kann mit guter und Diethylether mit méBiger Effizienz bei mittleren
Desorptionszeiten (ca. 1 h) eingesetzt werden.
Die effektive maximale Adsorption, die bei kurzen Desorptionszeiten zu niedrige
Werte ergibt, betrdgt nun aber bei allen Losungsmitteln mehr als 80 % (Ausnahme:
Dichlormethan mit ca. 75 %).

Sofern fiir die Desorption in 10 %iger Essigsdure ein Losungsmittelwechsel praktikabel ist,
kann ein Wechsel auf 10 % Essigsdure in MTBE bei der Verwendung von iso-Propanol,
Dichlormethan und MTBE zur Ausbeuteverbesserung beitragen. Bei den anderen genannten
Losungsmitteln werden keine erhohten Ausbeuten im Vergleich zur einstiindigen Desorption
in 10 %iger Essigsdure im selben Losungsmittel erreicht. Wie Abb. 51 verdeutlicht, verlauft
die Adsorption der Harzsduren linear oder stagniert auf einem hohem Niveau (Ausnahme:
Dichlormethan).

100% ~
Ausbeute |
90% -
80% 4

70% 4
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— & - Dichlormethan
50% A — - - Tetrahydrofuran
—ea— MTBE

—— Diethylether
—l— iso-Propanal

10 min 60 min Adsorptionszeit 24 h

Abb. 51: Losungsmittelabhéngige Adsorption von Harzsduren an IRA-900 bei Desorption nach 1 h in
10 % HOAc in MTBE.

Die Ergebnisse dieser umfangreicheren zweiten Testreihe widersprechen denjenigen der
Vorversuche (s. Tab. 15 auf S. 72) insofern, dass die Adsorption bei Diethylether nun miBig
schnell und effizient und bei Dichlormethan méBig schnell und paradoxer Weise nach 24 h
geringer als nach 1 h ausfillt. Der Grund fiir diese Diskrepanz wurde nicht weiter untersucht;
er liegt wahrscheinlich darin, dass der Ionentauscher bei den Vorversuchen getrocknet einge-
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setzt wurde und damit bei allen Losungsmitteln nur schlechte Ausbeuten (45-64 %) erzielt
wurden.

Mit einer Methanol-Diethylether-Mischung als Losungsmittel lassen sich aus dem Harz-
extrakt von B. sacra (Probe 3, Bsac Oml) unter Verwendung von 100 g IRA-900 maximal
33 g Harzséduren isolieren. Der gesamte Zyklus nimmt einschlieBlich der Regenerierung des
Ionenaustauschers 7-8 h in Anspruch. Die Ausbeute liegt deutlich niedriger als beim Vorver-
such (S.72), bei dem ca. 45 g Saurefraktion isoliert wurden. Ursachen fiir die geringere
Ausbeute sind die kiirzere Adsorptionszeit (1-2 h gegeniiber ca. 12 h), die einmalige Proben-
aufgabe und die Losungsmittelwahl. Fiir Routinezwecke wird ein deutlich schnellerer Zyklus
erprobt: Er liefert in 3-4 h mit derselben Menge an Ionenaustauscher unwesentlich andere
Werte als das klassische Verfahren und trennt ca. 48 g Extrakt glatt in 31 g Neutralkompo-
nenten und 17 g Harzsduren und ist damit fiir Routine-Isolierungen geeignet.

Storende Effekte bei der Ionenaustauscherbehandlung werden kaum beobachtet. Bei eini-
gen Losungsmitteln kommt es bei einer pH-Wert-Anderung zu leichter Gasblasen-Bildung,
die aber zu vernachléssigen ist. Die Volumeninderung bei bestimmten Losungsmittel/Zyklus-

7 und betragen maximal + 10 %. Sie miissen

Kombinationen sind aus der Literatur bekannt!
bei der Wahl der Glassdule beriicksichtigt werden und fiihren zur Bildung von Gasblasen,
storen aber die Isolierung nicht weiter; zumindest in der vorliegenden Messreihe hat sich die
Beflirchtung, bei einer Volumenminderung konnten aktive Stellen versteckt werden, nicht

bewahrheitet.

Eine Untersuchung der Sadurefraktion aus dem klassischen (Fliissig-Fliissig-Extraktions-)
und dem Ionenaustauscher-Verfahren mittels HPLC (Abb. 52) zeigt beinahe identische
Chromatogramme. Umsetzungen bei den Sduren scheint es also nicht in nennenswertem
MaBe zu geben. Allerdings ist nicht auszuschlieBen, dass einige Harzsduren wéhrend des
Kontaktes mit dem Ionenaustauscher in anderen Verbindungen iiberfithrt werden und die
entstehenden Produkte nur aufgrund des geringen Anteils oder der Koelution mit anderen
Sduren nicht im HPLC-Chromatogramm zu erkennen sind.

Beim Eluat vom Ionenaustauscher féllt sowohl bei den Neutralkomponenten als auch der
Saurefraktion ein intensiver, unangenehm fischartiger Geruch auf. Als Ursache dafiir werden
Aminverbindungen vermutet, die nach der Herstellung im fertigen Austauscherharz verblei-
ben und nach und nach eluiert werden kdnnen. Diese Komponenten sind im HPLC-Chromato-
gramm in Abb. 52 als ,,JE-Amine* bei einer Retentionszeit von etwa 8,5 min zu sehen.

Bestitigt wird diese Vermutung durch die Tatsache, dass Geruch und HPLC-Peak nach
Ausschiitteln der etherischen Losung der Saurefraktion aus dem Ionenaustauscher mit
konzentrierter Salzsdure verschwinden, wie in Abb. 53 zu sehen ist.
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Abb. 52: Vergleich der HPLC-Chromatogramme der Séurefraktionen aus
und IE-Verfahren (unten).

Aus Abb. 53 ist auch ersichtlich, dass die Chromatogramme der Sdurefraktion aus beiden

Verfahren keine nennenswerten Unterschiede zeigen. Eine qualitative oder quantitative
ung des lonenaustauschers

Verdnderung bei der Verteilung der Harzsduren durch die Verwend

bei der Isolierung ist mittels HPLC nicht zu erkennen. Eine befiirchtete, irreversible Adsorpti-

klassischer Isolierung (oben)

on von Harzsduren an das Austauscherharz kann ebenfalls nicht beobachtet werden.
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Abb. 53: Vergleich der Séurefraktionen aus klassischer Isolierung (oben) und IE-Verfahren mit
anschlieender HCI-Behandlung (unten)

In Abb. 52 sind im unteren Chromatogramm (IE-Methode ohne anschlieBende HCIl-Be-
handlung) einige quantitative Unterschiede zum oberen Chromatogramm (klassische Metho-
de) zu erkennen. Diese Unterschiede verschwinden durch die Behandlung mit Salzséure
(siehe unteres Chromatogramm in Abb. 53), die auch die Amine aus dem lonenaustauscher
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entfernt. Die scheinbare quantitative Verdnderung dieser Verbindungen in Abb. 52 wird wahr-
scheinlich durch die Verdnderung der Retentionszeiten einiger Sduren durch die ,,IE-Amine*
verursacht, z. B. durch Ionenpaarbildung. Durch die nachtrigliche HCIl-Behandlung der
Saurefraktion aus dem Ionenaustauscher wird der Vorsprung der lonenaustauschertechnik
teilweise zunichte gemacht, denn es handelt sich um einen — wenn auch einfachen — zusétzli-
chen Arbeitsschritt. In vielen Situationen, z. B. wenn die Saurefraktion direkt weiteren
Isolierungs- oder Syntheseschritten unterworfen wird, kann die HCI-Behandlung aber
unterbleiben, und bei stark emulsionsbildenden Weihrauchextrakten (einem betridchtlichen
Teil der vorliegenden Harzproben!) ist die Ionenaustauschermethode die einzig praktikable
Methode.

Die Verwendung eines lonenaustauschers ist unter Praxisbedingungen mdglich und hat den
Vorteil, dass sie praktisch beliebig groBem Malistab durchgefiihrt werden kann. Beziiglich des
Losungsmittelverbrauchs und Zeitaufwands sind beide Methoden in etwa gleichwertig, wobei
die Tonenaustauschermethode noch groBere Optimierungsmdoglichkeiten bietet. Mit verbesser-
ten Losungsmittelmischungen und Adsorptions/Desorptions-Zeiten konnen Zyklen erarbeitet
werden, die noch zeitsparender sind und dabei eine hohere Ausbeute liefern.

Die in Abb. 6 (S. 22) gezeigten Wege A und B zur Isolierung der Sdurefraktion aus dem
Weihrauchharz konnen somit um eine konkurrenzfihige Alternative — das lonenaustauscher-
Verfahren C — erginzt werden:

Weihrauchharz Weihrauchharz Weihrauchharz
ELO. 48h MeOH. 1 h* Soghlet—Extra_l_ctlon mit .
t 2 geeignetem Lgsungsmittel, 12 h
Extrakt Extrakt Extrakt
) Anionen-
‘ Ba(OH),. 100h KOH/H,0. 1 b* l austauscher
Bariumsalz Kaliumsalzlosung adsorbierte Harzsduren
Acy0, A, 6h HCVH,0 geeignetes > 4-8 h
] ‘ _ Losungsmittel
gemischtes Anhydrid Boswelhasgureldsung < HOAc
, Extrahieren (1 h*)
1 MeOH, 2h Trocknen (12 h) \
Boswelliasauren Harzséuren Harzsduren

(v.a. B-AKBA, B-ABA) (naturliches Séurespektrum) (natiirliches Saurespektrum)
A B C

Abb. 54: Ubersicht iiber die Gewinnung von Boswelliasiuren aus dem Weihrauchharz. A: Verfahren
nach Winterstein und Stein;?*! B: Verfahren nach Shao er al'”' (*: Reaktionszeiten geschitzt);
C: Neues Verfahren unter Verwendung des lonenaustauschers IRA-900. Alle Zeitangaben zuziiglich
etwaiger Aufarbeitungsschritte wie z. B. Entfernen des Losungsmittels am Rotationsverdampfer.
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Die Vorteile der Ionenaustauschermethode im Gegensatz zum klassischen Extrahieren
(Abb. 54) mit wassriger Alkalilauge sind:

+

Dauer und Effizienz der Trennung werden nicht durch emulgierende Substanzen be-
eintrachtigt.

Der Prozess ist sowohl im Labor als auch in groBerem MafBstab durchfiihrbar. Limi-
tierende Grof3e ist nicht die Kapazitit der Fliissig-Fliissig-Extraktoren, sondern die
Ionenaustauscher-Menge und die Kapazitidt zum Abrotieren des Losungsmittels.

Die Isolierung liefert das unverinderte Sdurespektrum.

Durch die milden Bedingungen werden Artefakte vermieden, wie sie durch Féallungs-
reagenzien oder Anreicherung iiber Derivate (Anhydrid) entstehen kdnnen.

Nachteile des Ionenaustauscherverfahrens sind:

Bislang mangelnde Automatisierbarkeit: Insbesondere bei unbekannten Sauren muss
jeder Schritt (Entfernung der nicht-sauren Bestandteile; Losungsmittel- und pH-
Wert-Anderung) auf Vollstindigkeit iiberpriift werden, und auch bei bekannten
Wasch- und Elutionszyklen fehlt derzeit ein geeignetes Pumpensystem.

Die eingesetzten Proben diirfen nicht triib sein, da sonst die Poren des Austauscher-
harzes verstopft werden; ggf. muss der Weihrauchextrakt vor dem Auftragen filtriert
werden.

Nebenreaktionen mit Terpenen und Harzsduren sind ungeklért. Ein Auftreten der-
artiger Nebenreaktionen ist aber derzeit als unwahrscheinlich anzusehen.

Das Vorkommen von Aminkomponenten im Eluat ist ein geringes Problem, sofern
sie die weitere Verwendung der verunreinigten Sdurefraktion nicht storen. Andern-
falls miissen die ,JE-Amine* durch einen einfachen Aufreinigungsschritt entfernt
werden.

Der Ionenaustauscher ,blutet”, d. h. auch nach intensivem Waschen und mehreren
Zyklen wird nach langeren Standzeiten (Monate) in Diethylether ein intensiv gelb ge-
farbtes Eluat erhalten. Wird der lonenaustauscher in Wasser gelagert, tritt dieses
Problem nicht auf. Mit einer effektiven Vorreinigung des lonenaustauschers konnten
dieses Problem zusammen mit dem der ,,IE-Amine* geldst werden.

Aufgrund der oben genannten Unwigbarkeiten (prinzipiell mogliche Anwesenheit von

Artefakten, Aminkomponenten und anderen Komponenten aus dem Trdgermaterial) werden

im Verlaufe der weiteren Arbeiten grundsitzlich Sédurefraktionen verwendet, die durch das

klassische Verfahren hergestellt wurden. Die Trennung des Extraktes in Neutralverbindungen

und Sauren erfolgt durch eine Fliissig-Fliissig-Extraktion zwischen Diethylether und wéss-

riger Alkalilauge.



86 3 Ergebnisse und Diskussion

3.4 Isolierung und Partialsynthese von Boswelliasduren und deren Derivaten

34.1 Partialsynthese einzelner Boswelliasduren aus anderen Boswelliasduren

Die Partialsynthese von Boswelliaséduren konzentriert sich zunichst auf die vier B-Boswel-
liasduren B-Boswelliasdure (B-BA) 1, 3-Acetyl-B-boswelliasdure (B-ABA) 2, 11-Keto--bos-
welliasdure (B-KBA) 6 und 3-Acetyl-11-keto-f-boswelliasdure (-AKBA) 7.

Die Acetylierung von B-BA 1 zu B-ABA 2 und von B-KBA 6 zu B-AKBA 7 (siche
Abb. 55) erfolgt glatt mittels Acetanhydrid und 4-Dimethylaminopyridin (4-DMAP,
»Steglich-Base®); die Reaktion verlduft bei Raumtemperatur und in Dichlormethan als
Losungsmittel innerhalb von 3-5 h quantitativ.

Der Umkehrschritt — die Deacetylierung von 3-ABA 2 zu 3-BA 1 und von 3-AKBA 7 zu
B-KBA 6 — wurde in verschiedenen niederen Alkoholen (Methanol, Ethanol, iso-Propanol)
unter Zusatz einer starken Base (KOH, NaOH) durchgefiihrt. Dabei hat sich die Verwendung
von iso-Propanol als das zweckméBigste Losungsmittel herausgestellt. Bei Methanol ist die
Reaktionsgeschwindigkeit deutlich herabgesetzt. Bei Ethanol fiihrt die Umsetzung von
Vergéllungsmitteln zu einer farbigen und schlecht abtrennbaren Verbindung. In iso-Propanol,
das billig in ausreichender Reinheit erhéltlich ist, ist die Deacetylierung hingegen nach
ca. 1-2 h beendet. Die (De-)Acetylierung der korrespondierenden a-Boswelliasduren o-BA 3

und a-ABA 4 erfolgt analog; ein unterschiedliches Verhalten bei der Acetylierung wird wie

erwartet nicht beobachtet.

Acetanhydrid, 4-DMAP, DCM

RT, 3-5h, >>90 %

iPrOH, OH-

A, 1-2 h, >>90%

Abb. 55: (De-)Acetylierung der Boswelliasduren am Beispiel von 3-(A)BA 1 (2).

Die von B-ABA 2 ausgehende Partialsynthese von B-AKBA 7 verlduft iiber die bekannte

dP?*32% ynd Wasser unter

Variante der Wohl-Ziegler-Bromierung mit N-Brom-succinimi
Bestrahlung mit sichtbarem Licht, wodurch die allylstdndige Methylengruppe im verwendeten
Losungsmittel (Dioxan/Wasser) zur Ketogruppe oxidiert wird. Bevorzugtes Edukt bei der

Photooxidation ist die B-ABA 2, da bei Umsetzung von 3-BA 1 die Ausbeute sinkt.

Die Reduktion von B-AKBA 7 mit Natriumborhydrid in TFA liefert das gewiinschte Pro-
dukt (B-ABA 2) nur in geringer Ausbeute (bis zu 27 %), wihrend literaturbekannte Umset-
zungen von Substanzen mit diesem Strukturelement (Abb. 57) bessere Ausbeuten liefern.
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Tab. 16 (S. 88) zeigt deutlich diese Unterschiede in der Reduktionswirkung von NaBH4/TFA
bei diesen Verbindungen. Sie sind das Resultat einer sterischen Hinderung des Angriffes auf
die 11-Keto-Gruppe durch die Methylgruppen an C-26 und C-27, wie sie in Abb. 56 veran-
schaulicht wird.

Abb. 56: Sterische Hinderung bei der Reduktion von B-(A)KBA 6 (7) durch die Methylgruppen C-26
und C-27 (fett hervorgehoben).

48

54

Abb. 57: a,B-ungesittigte Ketone, deren Ketogruppe mit NaBH,/TFA zur Methylengruppe reduziert
wird. Obere Reihe: Benzophenon*®! 48, Hajos-Wiechert-Keton 497! (7aS) bzw. 501°%% **! (7aR).
Mittlere Reihe: 1,5-Dimethyl-8-isopropylen-bicyclo[4.4.0]dec-4-en-3-on 51,1°°”) Methyltetrahydroin-
dandion(-homologes) 52" mit n=1;2, Trimethylacetoxy-testosteron 53.°**! Untere Reihe: Testoste-
ronacetat 54,1°%% *** 1 70-Methyltestosteron 55 und das eingesetzte Substrat B-AKBA 7.
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Tab. 16: Literaturbeispiele und eigene Ansitze fiir die Reduktion o,pB-ungesittigter Ketone mit
TFA/NaBH,. *) C-1 wird nur zur OH-Gruppe reduziert.

Quelle | Substrat | Aq. | Aq. | Aq. | Aq. | LM t T Ausbeute
Keton | HOAc | TFA | NBH, [h] [%]
Freixa 1 DCM 0°
54 20,6 |1547| 53 10 80
et al.®* ’ ’ ’ MeCN
Hanson DCM
54 1 20 14,9 4,9 1 RT 100
et al..B*Y MeCN
B 55 1
ensa[s353(2)]n Wie bei Hanson et al.** RT 80
et al. 53 6
Schinzer DCM -20 °C
51 1 — 21,3 2,9 12 46
et al.?*" ’ ’ MeCN —RT
Beckmann MeCN -15°C
4 1,5% — 31 4 1 93
et al.P* ? ’ DCM —RT
Nowitzki K. A., Verweis auf MeCN 70(n=1)
%k _ o
et al. 1 2 1> Beckmann et al.**) DCM kA 10°C 41 (n=2)
Di Fili
t FEPPO 49 15% | — 16 | 35 | MecN | 3.5 | -20°C 80
et al.?*"
Gribble und
Y| 48 1 — |60 | 42 | — | 12 [1520°C| 92
Leese
. 2.
Harrison MeCN > -40 °C;
50 1,5% — 12 13,3 iiber- ’ 82
et al. P pcM | B Ry
nacht
-10 °C; Kei
20 | 40 | 10 | MeOH| 22 eme
RT Umsetzung
eigene B-AKBA -10 °C;
1 — 65 10 — 40 21
Ansétze 7 RT
MeCN -10 °C;
— 15 5 © 117 : 27
DCM RT

Als Alternative zur Reduktion mit Natriumborhydrid und TFA bietet sich die Umsetzung mit
Triethylsilan und Bortrifluorid an.”** Die entsprechende Reaktion von B-AKBA 7 verlauft
mit befriedigenden Ausbeuten (bis zu 47 %). Es werden wie bei der Umsetzung mit
NaBH4/TFA groBe Mengen an Reduktionsmittel benotigt, damit iiberhaupt ein Produkt
erhalten wird. Wie Tab. 17 zeigt, ist aulerdem ein relativ enges Temperaturfenster von
60-65 °C zu beachten: Unterhalb 60 °C erfolgt keine Umsetzung und oberhalb von 80 °C
sinkt die Ausbeute an -ABA 2 deutlich. Als Nebenprodukt bei der Reduktion wird bei
einigen Ansdtzen eine Saure isoliert, deren Massenspektrum auf eine Molmasse von 484 u
schlieBen ldsst. Die Verbindung wird anhand NMR-spektroskopischer Daten als 3a-Ethoxy-
B-boswelliasdure (3-EtO-B-BA) 56 identifiziert, ein bislang nicht beschriebenes nicht-
natiirliches Boswelliasdurederivat. Wie Tab. 17 zeigt, kann die Bildung dieser unerwiinschten
Verbindung durch hohe Temperaturen und ein hohes Et;SiH:BF3Et,O-Verhiltnis minimiert
werden (Ansatz 7), wobei aber die absolute Ausbeute an 3-ABA 2 méBig ist. Die besten Aus-
beuten an B-ABA 2 werden bei 60-65 °C und einem Et;SiH:BF3Et,O-Verhéltnis von 1:2-2:1
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erhalten; hierbei entstehen 43 bzw. 47 % B-ABA 2 neben 29 bzw. 37 % 3-EtO-B-BA 56.
Wenn 3-EtO-B-BA 56 als Hauptprodukt gewiinscht wird, liefern hohe Temperaturen
(80-85 °C) und ein Et;SiH:BF3Et;O-Verhéltnis von 1:2 3-EtO-B-BA 56 in einer Ausbeute
von 72 % mit 14 % B-ABA 2 als Nebenprodukt.

Tab. 17: Ausbeuten bei der Reduktion von B-AKBA 7 mit Et;SiH/BF3Et,0.

Ansatz | Aq. Et;SiH Reaktionsdauer LM Ausbeute [%] | Molverhiltnis
Aq. BFyEt,O Temperatur B-ABA 2 2:56
t = (0/gesamt t = 0/gesamt EtO-B-BA 56
1 1,5/10 1h/38h - keine Reaktion -
0,7/30 0°C; 100 °C

2 1,5 74 h - keine Reaktion -
20 RT; 60 °C; 100 °C

3 1,5 74 h CHCI; | keine Reaktion —
4,0 RT; 60 °C; 100 °C

4 1,5 74 h Toluol | keine Reaktion -
4,0 RT; 60 °C; 100 °C

5 1,5/3,1 48 /66,5 h TFA | keine Reaktion -
- RT ; 60 °C

6 20 l1h - 35,3 0,7:1
4,0 RT ; 80-85 °C 51,3

7 20 1h - 29,9 5,9:1
8,0 RT ; 80-85 °C 5,07

8 40 l1h - 40,9 0,8:1
20 RT ; 80-85 °C 52,9

9 20 lh - 14,4 0,2:1
40 RT ; 80-85 °C 72,7

10 40 lh - 46,9 1,6:1
20 RT ; 60-65 °C 29,3

11 20 1h - 42,7 1,1:1
40 RT ; 60-65 °C 37,3

Die entsprechende Reduktion von B-KBA 6 ergibt neben der gewiinschten $-Boswelliasdure 1
eine Verbindung, die den Diinnschicht-Chromatogrammen zufolge polarer ist als B-BA 1. Sie
zeigt im C-NMR-Spektrum neben dem C-3-Signal bei 70.68 ppm ein zusitzliches Signal
mit einer Verschiebung, wie sie fiir Alkohole typisch ist. Das Sédure-Kohlenstoffatom des
Eduktes bei 182.7 ppm ist hingegen verschwunden. Die Verbindung wird anhand NMR-spek-
troskopischer Daten als das bereits bekanntel*® 2 2** 331 ynqd natiirlich vorkommende!'®*!
3a,24-Dihydroxy-urs-12-en 16 identifiziert, im Folgenden als 3,24-B-Boswelliadiol 16 be-
zeichnet. Dieses Diol ist ein unerwiinschtes Nebenprodukt bei der Reduktion von -KBA 6,
lasst sich aber ebenso wenig wie die Bildung von 3-EtO-B-BA 56 bei der Reduktion von
B-AKBA 7 verhindern, sondern nur minimieren (s. Tab. 18). Die besten Ausbeuten werden
bei 70-75 °C und einem Et;SiH:BF3Et,0O-Verhiltnis von 1:3 erhalten (61 % 33-Boswellia-
saure 1).
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Tab. 18: Ausbeuten bei der Reduktion von B-KBA 6 mit Et;SiH/BF3Et,O. n. b.: nicht bestimmt.

*): Mittelwert aus zwei Ansdtzen; Molverhéltnis 1:16 aus erstem Ansatz bestimmt.

Ansatz | Aq. Et;SiH | Reaktionsdauer Ausbeute [%]
Aq. BF;Et,0 | Temperatur B-BA 1; 3,24-B-
t = (0/gesamt t = 0/gesamt Boswelliadiol 16
1 4,0/15,4 1h 47.8 ;n.b.
4,0/12 RT ; 80-85 °C
2:3 20 1h 472% ;329
40 RT ; 80-85 °C | Molverhiltnis 1:16: 1,7:1
4 40 1,25h 35,6 ;n. b.
20 RT ; 80-85 °C
5 20 7h 432 ;n.b.
40 RT ; 70-75 °C
6 40 9h 354 ;n.b.
20 RT ; 70-75 °C
7 20 3h 61,2 ;n.b.
60 RT ; 70-75 °C
8 60 I1h 50,5 ;n. b.
20 RT ; 70-75 °C

Die selektive und effiziente Reduktion der 11-Keto-Funktion gelingt schlieBlich durch
Umsetzung von B-KBA 6 mit Lithium und fert.-Butanol in HMPA.”*"! Die Reaktion liefert
-BA 1 in Ausbeuten von 85-90 % und lésst die Hydroxy-Grupe an C-3 intakt. Die Verwen-
dung von B-AKBA 7 als Edukt ist im Gegensatz zu den anderen Reduktionsmitteln nicht
moglich, da hierbei die Acetoxygruppe abgespalten wird. Abb. 58 fasst die Ausbeuten bei der
Oxidation und Reduktion der 11-Ketogruppe der B-Boswelliasduren zusammen.

NBS, CaCOj,, h-v, Dioxan/H,0 f

RT, 3-5h, > 90 %

TFA/NaBH,(+HOAG)

-10 °C - RT, 22-117 h, 0-27 %
Et,SiH/BF ,-Et,0

0-100 °C, 1-74 h, 0-47 %

Et,SiH/BF ,-Et,0

70-85 °C, 1-11 h, 35-61,2 %

Li/f HMPA/ tBuOH

RT, 2-3 h, > 90 %

HoOC *

Abb. 58: Gegenseitige Umwandlung von -Boswelliasduren.
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34.2 Partialsynthese einzelner Boswelliasduren aus der gesamten Sdurefraktion

Weihrauchextrakte stellen ein schwieriges Ausgangsmaterial fiir die Isolierung und Partial-
synthese reiner Substanzen dar. Mehrere Dutzend Inhaltsstoffe sind als charakteristische oder
uncharakteristische Bestandteile bekannt, und zu diesen gibt es nur wenige und teilweise

98, 991 1y: . .
-1 Die Gewinnung grofler Mengen reiner Boswel-

widerspriichliche quantitative Angaben.|
liasduren aus dem Harz oder Harzextrakt ist selbst mit groBem Material- und Arbeitsaufwand
schwierig, denn Boswelliasduren kommen héufig nur in Spuren im Harz vor und die Tren-
nung von anderen Weihrauchinhaltsstoffen oder Aufarbeitungsartefakten ist schwierig und
mit Materialverlust verbunden (vgl. die in Kap. 1.1.2.1 erwihnte 3-Acetyl-9,11-dehydro-f3-

boswelliasdure 5).

Die Ubertragung der im vorangegangenen Kapitel genannten Reaktionen auf die gesamte
Saurefraktion aus dem Weihrauchharz 16st diese Probleme, denn sie fiihren zur Anreicherung
einer einzigen Komponente, deren Aufreinigung erheblich leichter ist als die direkte Isolie-
rung aus der gesamten Siurefraktion. Nebenreaktionen, die den Erfolg von (De-)Acety-
lierung, Oxidation oder Reduktion beeintridchtigen, werden nicht beobachtet.

B-AKBA 7 wird ausgehend von der Séurefraktion durch Acetylierung und anschlieBende
Photooxidation der so entstandenen Sduremischung (,,acetylierte Saurefraktion®) gewonnen.
B-BA 1 und B-KBA 6 werden durch die erste Reaktion zu B-ABA 2 und B-AKBA 7 umge-
setzt; ebenso werden alle anderen acylierbaren Strukturelemente in das Acetylderivat umge-
wandelt. Die Abbildungen 59 und 60 zeigen die Auswirkung dieser Umsetzung anhand des
HPLC-Chromatogrammes der Sdurefraktion von B. sacra (Probe 3, Bsac Oml): Viele Signale
(darunter B-BA 1 und B-KBA 6) verschwinden, wihrend andere — darunter B-ABA 2 und
B-AKBA 7 — nach der Acetylierung intensiver sind.

~BA § ~ABA
B-BA p

32 .82
33.96
'35.29

| ! | |
n ® ) n
' - o Ll

Abb. 59: HPLC-Chromatogramm der Saurefraktion aus B. sacra (Probe 3, Bsac Oml). HPLC-
System 3 (,,Beckman analytisch®) mit Saphir 110 als stationdre Phase; Gradient 1, A =210 nm.
Probenkonzentration: 20 mg x ml” in Methanol.
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35.27

33.97

Abb. 60: HPLC-Chromatogramm der Séurefraktion aus B. sacra (Probe 3, Bsac Oml) nach Acetylie-
rung. HPLC-System 3 (,,Beckman analytisch®) mit Saphir 110 als stationdre Phase; Gradient 1,
A =210 nm. Probenkonzentration: 20 mg x ml™' in Methanol.

Die anschlieBende Photooxidation tiberfiihrt f-ABA 2 in B-AKBA 7 und alle anderen
Allyl-Methylengruppen in das entsprechende o,B-ungesittigte Keton. Nach den beiden
Umsetzungen wird somit eine Mischung gewonnen, die hauptsédchlich B-AKBA 7 enthilt
(Abb. 61). Das Verhiltnis von B-AKBA 7 zu den anderen Sduren ist weitaus hoher als das
HPLC-Chromatogramm vermuten lisst, denn B-AKBA 7 absorbiert bei 210 nm nur sehr
schwach. Diese Wellenldnge wurde dennoch gewéhlt, da beinahe alle iibrigen S&uren bei
254 nm (dem Absorptionsmaximum von -AKBA 7) nicht absorbieren.

M
-
~
™
B-AKBA
/
n
o
-
% '; :Ln;i
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=] s

4.97
7.49
17 .26
23 .87
g 8
38.13
39.95
31.83
36 .13
37 .67
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Abb. 61: HPLC-Chromatogramm der Saurefraktion aus B. sacra (Probe 3, Bsac Oml) nach Acetylie-
rung und Photooxidation. Bedingungen: System 3 (,,Beckman analytisch®) mit Saphir 110 als
stationére Phase; Gradient 1, A = 210 nm. Probenkonzentration: 20 mg x ml” in Methanol.

Die weitere Aufreinigung erfolgt durch zweimalige Flash-Chromatographie (zuerst an

Kieselgel, dann an RP-Kieselgel) und Umkristallisieren der so vorgereinigten 3-AKBA 7 aus
Methanol.
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Kurz gesagt: Eine Mischung aus den vier B-Boswelliasduren und einer Vielzahl anderer
Harzsduren wird umgewandelt in eine einzige P-Boswelliasdure und weitere, teilweise
derivatisierte Harzséuren. Es wird also im Gegensatz zur kombinatorischen Chemie nicht aus
einer geringen Anzahl von Ausgangsverbindungen eine Bibliothek von Stoffen synthetisiert;
vielmehr entsteht aus einer Bibliothek strukturell dhnlicher Naturstoffe im Idealfall eine
einzige Verbindung. Dieser Ansatz ist im Hinblick auf die Anreicherung einer einzigen
Komponente am besten als ,,fokussierende Synthese* zu bezeichnen und ist schematisch in
Abb. 62 dargestellt.

s
[+ A (- on
Tmsetzung Crak
L O+ @ —< 0@
L A 4~
N
iy
Saurefraktion:
B G-ABA Tsolierung 5BA Acetylierung 5-ABA Omdation > G-AKBA
§-EBA
G-LEBA
andere
Harzsauren
Sanrefrakction:
S-BA
C H-ABA . o Isoli
5EBA Acetylierung g:ﬁ%A} Cridation G-ARBA solisrung SLARBA
B-LAEBA
andere andere andere
Harzsauren Harzsiauren Harzsauren
{z. T. acetyliert} (z. T. acetyliert

und foder oxidiert)

Abb. 62: Schematischer Vergleich verschiedener Syntheseansdtze fiir Naturstoff(derivat)e
A: kombinatorischer Ansatz; B: klassische Partialsynthese der B-AKBA 7 von B-BA 1 ausgehend;
C: fokussierende Synthese der f-AKBA 7 von der Séurefraktion ausgehend.

Durch entsprechende Kombination von Acetylierung/Deacetylierung und Oxidation/Re-
duktion kann jede beliebige Boswelliaséure hergestellt werden. Aus je 25 g Sdurefraktion von
B. sacra (Probe 3, Bsac Om1) konnen durch Kombination von Acetylierung/Deacetylierung
und Oxidation/Reduktion 7,8 g f-BA 1, 8,0 g B-KBA 6, 8,5 g B-ABA 2 oder 8,9 g B-AKBA 7
gewonnen werden. Durch Erweiterung des Reaktionsrepertoires, z. B. durch Variation des
Oxidations- und Acylierungsmittels, sollten sich neben den vier B-Boswelliasduren auch eine
Vielzahl von nichtnatiirlichen Boswelliasdure synthetisieren lassen.

343 Effiziente Gewinnung und Aufreinigung einzelner Boswelliasduren

Die Partialsynthese grofler Mengen Boswelliasduren kann zusétzlich zu den einzelnen
Reaktionsschritten durch die Wahl der Boswellia-Spezies optimiert werden. Die Sdurefraktion
aus B. sacra hat sich als gutes Ausgangsmaterial fiir die Partialsynthese von B-AKBA 7
bewdhrt: Diese Sdure wird nach den beiden Umsetzungsschritten (Acetylierung und Oxi-
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dation) und zweimaliger Flash-Chromatographie in ca. 90-95 %iger Reinheit erhalten und
lasst sich durch Umkristallisation aus Methanol leicht weiter aufreinigen. Im Gegensatz dazu
liefern die Sdurefraktionen von B. serrata (Probe 1, Bser Grl) und B. frereana / B. bhau-
dajiana (Probe 7, Bf-b Cal) nach Acetylierung und Oxidation gelbbraune zéhe Produkte. Das
Hauptprodukt B-AKBA 7 ldsst sich mittels Flash-Chromatographie kaum von den Verunrei-
nigungen abtrennen und fallt nach den beiden Chromatographie-Schritten nur langsam und
unvollstindig aus. Die Beimischung eines Fremdharzes (Probe 1, s. Kap. 3.2) oder einer
anderen Weihrauch-Art kann mdoglicherweise die Menge und Reinheit der fokussierenden
Synthese von Boswelliaséuren zusédtzlich beeinflussen. Vorbehaltlich systematischer Untersu-
chungen zum Einfluss der Boswellia-Spezies auf die Ausbeute bei der fokussierenden
Synthese von Boswelliasduren ist die Verwendung der Saurefraktion von B. sacra als
Ausgangsmaterial zu empfehlen.

Die weitere Aufreinigung der Boswelliasdure richtet sich nach dem Verwendungszweck
des Endproduktes. Die Aufreinigung von Boswelliasduren erfolgt in der Regel iiber Flash-
Chromatographie an Kieselgel und RP-Kieselgel und soweit nétig durch Umkristallisation.
Auf diese Weise werden B-AKBA 7 und B-KBA 6 in sehr groBler Reinheit (>90 %) und
B-BA 1 und B-ABA 2 in befriedigender Reinheit (>80 %) erhalten. Im HPLC-Chromato-
gramm wird die betreffende Boswelliasdure als dominierender Peak neben wenigen anderen
Verbindungen beobachtet. Nach einmaligem Umkristallisieren von B-AKBA aus Methanol
wird im HPLC-Chromatogramm nur noch der Peak von p-AKBA beobachtet; dem 'H-NMR-
Spektrum zufolge stellen Losungsmittelreste, v. a. von Methanol, den Grof3teil der Verunrei-
nigungen dar. Beim Auskristallisieren aus Methanol wird das Losungsmittel in stdchio-
metrisch definiertem Verhiltnis in das Kristallgitter eingeschlossen, wie es bereits aus den
veroffentlichten Rontgenstrukturanalyse bekannt ist,**! und ist auch durch Trocknen bei
erhohter Temperatur bis 60 °C im Hochvakuum nicht aus der Verbindung zu entfernen.
Abhilfe schafft das Losen des B-AKBA-Methanol-Komplexes in Diethylether iiber MgSO4
als Trockenmittel, das neben Wasserspuren auch Methanol adsorbiert. Auf diese Weise wird
die hervorragende Aufreinigungswirkung der Fillung aus Methanol erhalten und das Metha-
nol durch leicht entfernbaren Diethylether ersetzt. Die nach dieser Methode hergestellte
B-AKBA 7 ist frei von anderen Boswelliasduren und Methanol und weitestgehend frei von
anderen Losungsmitteln.

Bei der Partialsynthese von B-KBA 7 bietet sich diese Aufreinigung iiber die Umkristalli-
sation nur bedingt an: Sowohl aus Methanol als auch aus anderen Losungsmitteln (z. B.
Diethylether) fallt B-KBA 6 zwar aus, aber nur unter grolen Materialverlusten und mit einem
geringen Aufreinigungseftfekt.

Auch bei B-BA 1 und B-ABA 2 ist der Aufreinigungseffekt der Umkristallisation aus
Methanol weniger ausgeprigt, da das jeweils begleitende a-Isomer mit in das Kristallgitter
eingeschlossen wird. Ausgehend von B-ABA 2, die durch Acetylierung der Saurefraktion aus
dem Weihrauchharz gewonnen wird, wird die Aufreinigungswirkung der Umkristallisation
mittels HPLC verfolgt. Die Ergebnisse sind in Tab. 19 aufgefiihrt.
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Tab. 19: Aufreinigungseffekt durch Umkristallisation aus Methanol bei B-ABA 2. Chromatographi-
sche Bedingungen: System 3 (,,Beckman analytisch®), 1,2 mlx min" 99:1 MeOH : 0,1 % TFA(¥);
1,2 ml x min" 95:5 MeOH : 0,1 % TFA (**); 1,5 ml x min™ 99:1 MeOH : 0,1 % TFA (***).

Peakflachen Peakflachen- | Anteil
a-ABA:B-ABA verhéltnis B-ABA

A =210 nm B/a [%]

. * o
Vor Umkristallisation Charge 1 13 553 : 62950 4,64 82,3 %
Charge 2 11589 : 65923 ** 5,69 85,1 %
. L Kristalle 9344 : 90164 **x* 9,65 90,6 %

1. Umkristallisation

Mutterlauge 15399 : 59 833  *x*x 3,89 79,6 %
2. Umkristallisation Kristalle 17 145 : 263 286 *** 15,4 93,9 %

Die beiden separat hergestellten Chargen B-ABA enthalten jeweils nur die zwei Verbin-
dungen a-ABA 4 und B-ABA 2. Die zweite Verbindung liegt dabei in 83-85 %iger Reinheit
bezogen auf Gesamt-ABA vor, was einem Verhéltnis B:o0 von 5:1 entspricht. Durch einmali-
ges langsames Umkristallisieren aus Methanol wird die Reinheit der vereinigten Chargen auf
fast 91 % gesteigert, wihrend a-ABA 4 bevorzugt in der Mutterlauge verbleibt. Weiteres
Umkristallisieren steigert die Reinheit der B-ABA 2 nur wenig (auf ca. 94 %) und weiteres
Umkristallisieren verdndert diesen Wert nicht mehr wesentlich (Daten nicht gezeigt).
Wihrend die derart entstandene B-ABA 2 fiir viele Belange ausreichend rein ist, entféllt das
Umkristallisieren aus Methanol als 6konomischer Weg zur Gewinnung hochreiner (>98 %)
B-ABA 2.

Neben der Wahl der optimalen Boswellia-Spezies und der Aufreinigung kann die fokussie-
rende Synthese zusdtzlich optimiert werden, indem wahlweise der Reduktions- oder Oxidati-
onsschritt iibersprungen werden. Wie das HPLC-Chromatogramm in Abb. 59 (S. 91) zeigt,
stellen B-BA 1 und B-ABA 2 im Harz von B. sacra den weitaus groBten Teil der B-Boswellia-
sduren. Ist B-BA 1 oder B-ABA 2 das Ziel der Synthese, geniigt die Acetylierung bzw.
Deacetylierung der Séduremischung, gefolgt von den iiblichen Aufreinigungsschritten.
Dadurch wird im Falle der Acetylierung 3-BA 1 in B-ABA 2 und B-KBA 6 in 3-AKBA 7
umgewandelt. Durch Auslassen des Reduktionsschrittes wird auf den geringen Teil der
Ausbeute aus der Reduktion von B-AKBA 7 verzichtet; im Gegenzug wird jedoch Zeit und
Material flir den Reduktionsschritt gespart. Fiir diejenigen Félle, in denen am Weihrauchharz
als Ausgangsmaterial kein Mangel besteht, ist der Verzicht auf den Reduktions- oder Oxidati-
onsschritt bei der fokussierenden Synthese von B-BA 1/B-ABA 2 ein guter Kompromiss
zwischen Ausbeute und Arbeitsaufwand. Allerdings miissen die o- und B-Isomere weiterhin
mittels priaparativer HPLC voneinander getrennt werden.

Solange keine Moglichkeit zur effizienten und zeitsparenden Trennung von o- und
B-(A)BA vorhanden ist, gelten die folgenden Strategien fiir die Partialsynthese von

-Boswelliasduren in grolem Maf3stab:
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Zur Darstellung der vier B-Boswelliasduren in technischer Reinheit (80-90 %) gentigen die
oben dargestellten Methoden der ,fokussierenden Synthese®, d.h. der Kombination aus
Deacetylierung/Acetylierung und Reduktion/Oxidation. Auf den zweiten Schritt kann u. U.
verzichtet werden, -AKBA 7 wird durch eine anschlieBende Umkristallisation sogar in
weitaus hoherer Reinheit gewonnen.

Die Darstellung hochreiner (>98 %) B-BA 1 hingegen bedarf weiterhin eines Umweges:
Entweder sie geht von der betreffenden B-Boswelliasdure technischer Qualitit aus und wird
durch Aufreinigung tiber praparative HPLC abgeschlossen. Oder sie geht von der B-AKBA 7
aus, die effizient sehr hoher Reinheit hergestellt und durch die bekannten Umsetzungen in die
anderen drei [B-Boswelliasduren umgewandelt werden kann. Eine Aufreinigung durch
praparative HPLC kann dabei oft entfallen.

Die einfachste Moglichkeit zur Reinheitskontrolle der so erhaltenen Boswelliasduren bie-
ten die Messung von Schmelzpunkt, Drehwert und Diinnschicht-Chromatographie. Als
geeignetste Methode hat sich die Kombination aus analytischer HPLC und NMR-Spektro-
skopie herausgestellt. Wahrend mit der HPLC unerwiinschte andere Boswelliaséuren erfasst
werden, erlaubt die NMR-Spektroskopie eine verldssliche Identifizierung von Losungsmittel-
riickstdnden. Beide analytischen Methoden erlauben auch die Quantifizierung der genannten
Verunreinigungen.

Wie ein Vergleich mit literaturbekannten Methoden zur Gewinnung von Boswelliaséuren
zeigt (siche auch Kap. 1.5), ist die fokussierende Synthese von Boswelliasduren dem {iblichen
Weg, also der direkten Isolierung der Sduren aus dem Weihrauchextrakt, iiberlegen. Mit
iiblicher Laborausriistung kdnnen Boswelliasduren in groerer Menge und Reinheit gewonnen
werden, als dies mit den klassischen Methoden in derselben Zeit moglich ist. Allerdings
konkurriert die fokussierende Synthese mit anderen Methoden zur Anreicherung von Boswel-
liasduren.

In der Literatur werden, abgesehen von der ,.einfachen® Aufreinigung (Isolierung ohne
vorherige chemische Umwandlung), bereits eine Reihe von AufkonzentrierungsmafBinahmen
beschrieben. Schon Winterstein und Stein™* trennten die in Diethylether schwerldslichen
Bariumsalze der Boswelliasduren selektiv von nichtsauren Komponenten und anschlieBend
die Boswelliasduren von anderen Harzsduren durch die Synthese des gemischten Anhydrids
mit Essigsdure. Durch die Umsetzung mit Acetanhydrid wurde Boswelliasdure zur Acetyl-
boswelliasdure umgesetzt, sodass die iiber 70 Jahre alte Methode als erste "fokussierende
Synthese" einer Boswelliasdure bezeichnen werden kann. Die Ausbeute an ,,Boswellinsdure*
(Mischung beider ABA-Isomere) betrug bei diesem Verfahren jedoch nur 5 % auf das Harz
bezogen.

Beton und Mitarbeiter’®® variierten die Methode von Winterstein und Stein leicht, erhielten
aber Material in nur unwesentlich héherer Menge und Reinheit. Sie geben als erste eine
schliissige Erkldrung fiir das Phdnomen der unterschiedlichen Drehwerte bei -AKBA 7
(siche Kap. 1.1.2.1) und identifizierten die 3-Acetyl-9,11-dehydro-B-Boswelliasédure 5 als
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Ursache. Obwohl von den gleichen Autoren auch ein Weg zur Minimierung dieses Aufberei-
tungsartefaktes beschrieben wird, bleibt das Problem der Dien-Bildung prinzipiell bestehen.
Durch den raschen Fortschritt der chromatographischen Trennmethoden in den 1970er Jahren
wurde lange Zeit kein neuer Ansatz mehr zur Anreicherung der Boswelliasduren vor ab-
schlieBender Aufreinigung vorgestellt, sondern die geringe Ausbeute durch hohen Material-
einsatz und extensive Chromatographie ausgeglichen. Schweizer gibt fiir die von ihm ent-
wickelte Fallungsmethode mit Magnesiumhydroxid Konzentrierungsfaktoren gegeniiber dem
Harz von 5-5,5 an.*** 2*®! Dabei muss jedoch beriicksichtigt werden, das bereits die Soxhlet-
Extraktion und die Trennung der Sdure- von den Neutralkomponenten je nach Boswellia-Art
eine Aufkonzentrierung um jeweils das Doppelte gegeniiber dem Harz bewirken; man
vergleiche hierzu die Anteile an Extrakt und Sduren bei den verschiedenen Harzen in Abb. 9
auf S. 36. Der entscheidende Schritt, ndmlich die selektive Trennung der Magnesiumboswel-
late von den anderen Séuren, ist daher weit geringer zu veranschlagen und geht wahrschein-
lich mit einem Verlust an nicht ausgeféllten Harzséuren einher.

Im Gegensatz zu diesen Ansédtzen weist der hier vorgestellte fokussierende Ansatz drei
entscheidende Vorteile auf:

Die Umsetzungen verlaufen mit hoher Effizienz und Selektivitit. Im Gegensatz zum
unvermeidlichen Verlusten bei der Verwendung von Fallungsreagenzien wie Barium
oder Magnesium werden alle umsetzbaren Sduren umgewandelt, wie dies die HPLC-
Chromatogramme in den Abbildungen 59-61 zeigen.
Die Isolierung und Aufreinigung einer Substanz, die zu ca. 30 % in einer Reaktions-
mischung vorkommt, ist weitaus einfacher als beim Weihrauchextrakt oder der un-
verdnderten Sdurefraktion.
Durch die milden Reaktionsbedingungen entstehen keine Artefakte, insbesondere
keine 3-Acetyl-9,11-dehydro-f-boswelliasdure 5.

3.5 NMR-Spektroskopie von Boswelliasduren und deren Derivaten

3.5.1 Strukturautklarung der Boswelliasduren am Beispiel von 3-ABA 2

Vor Beginn der vorliegenden Arbeit waren zu natiirlichen Boswelliasduren nur die charakte-
ristischen 'H- und ">C-NMR-Verschiebungen an H-3 und H-12 bzw. C-12, C-13 und C-24 be-
kannt. Vom nicht-natiirlich vorkommenden 3-Oxo-B-boswelliasduremethylester 57 hingegen
lag ein kompletter NMR-Datensatz vor.** In der Zwischenzeit erschienen zwei Arbeiten mit

(59,511 die mit den

kompletten Datensétzen fiir jeweils ausgewihlte natiirliche Boswelliasduren,
eigenen Daten teilweise im Widerspruch stehen. Vor einer genaueren Diskussion der wider-
spriichlichen Daten soll daher die Strukturaufkldrung der Boswelliasduren anhand der 3-O-
Acetyl-B-boswelliasdure 2 (Abb. 63) erldutert und die NMR-Spektren verschiedener natiirli-

cher und nicht-natiirlicher Boswelliasdurederivate diskutiert werden.
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Abb. 63: B-ABA 2 mit Teilspinsystemen und in perspektivischer Darstellung.

Das C-NMR-Spektrum von 3-O-Acetyl-B-boswelliasiure 2 in Abb. 64 zeigt 32 Signale,
davon wie erwartet jeweils 8 von Methylgruppen und von quartiren C-Atomen, 7 von
Methin- und 9 von Methylengruppen (durch DEPT90- und DEPT135-Spektren ermittelt).
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Abb. 64: PC-NMR-Spektrum (90,55 MHz) von B-ABA 2 (Ubersicht).

Nur sieben der insgesamt 32 Signale werden im Bereich von ca. 180-50 ppm gemessen.
Die {ibrigen Signale verteilten sich auf den Alkylbereich (50-10 ppm), der in Abb. 65
vergroflert dargestellt ist. Besonders zu erwédhnen sind die beiden gerade noch aufgeldsten
Methinsignale bei 39.77 und 39.62 ppm.



3.5 NMR-Spektroskopie von Boswelliasduren und deren Derivaten 99

0

N

ol

<
\

—41.53

—40.04
39.76
39.61

—37.42

—34.54

—33.81

—33.07

—31.27|

IvEe)
0 ©
© ©
< <
L

=l
|

0 ™ © 00 N AN~ ~ O )] © 0 0
N~ — 0 © O <N MM 0 < 0 N
0 00 © nmomom - - o N~ © ™
NN N NN NN NN -~ — - —
I L | N |

(ppm)

Abb. 65: *C-NMR-Spektrum (90,55 MHz) von B-ABA 2 (Alkylbereich).

Durch charakteristische Verschiebungen und Vergleich mit 3-BA 1 und B-AKBA 7 kon-
nen die folgenden C-Signale zugeordnet werden: 182.56 ppm (C-24, -COOH), 170.3 ppm (C-
31, >C=0O(Acetyl)), 139.6 ppm (C-13, p>C=C<), 12453 ppm (C-12, yp>C=C<) und
73.23 ppm (C-3, yo>CH<).

Das in Abb. 66 gezeigte 'H-NMR-Spektrum von B-ABA 2 ist weitaus uniibersichtlicher:
Von den insgesamt 50 Protonen sind nur die Methinprotonen an C-3 und C-12 eindeutig
identifizierbar, und zwar jene bei 5.30 ppm (Triplett mit J= 2.8 Hz) und 5.14 ppm (Triplett
mitJ = 3.5 Hz).
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Abb. 66: "H-NMR-Spektrum (500,13 MHz) von B-ABA 2 (Ubersicht).
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Die Protonen der Acetylgruppe an C-32 zeigen wie iblich ein intensives Singulett bei
2.10 ppm; von den verbleibenden 7 Methylsignalen fallen jeweils zwei Gruppen bei
ca. 0.90 ppm und 0.80 ppm zusammen. Der betreffende Bereich ist in Abb. 67 vergrofert
dargestellt.
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Abb. 67: 'TH-NMR-Spektrum (500,13 MHz) von B-ABA 2 (Alkylbereich).

Als Ausgangspunkt fiir die Strukturaufklirung dient das '*C-Signal der Carboxylgruppe
bei 182.6 ppm. Im HMBC werden zwei Kreuzsignale beobachtet: Die H-Signale bei 1.24 ppm
(und per HMQC das dazugehorige C-Signal bei 23.68 ppm) gehdren zur Methylgruppe an
C-4 (C/H-23); zur Methylgruppe an C-10 (C/H-25) wird keine Kopplung beobachtet. Das
zweite HMBC-Kreuzsignal vom Sdure-C-Atom (zu 1.45 ppm) lédsst die eindeutige Zuordnung
zu H-5 zu (und damit 50.6 ppm = C-5), da das andere Methinproton (H-3) aufgrund der OH-
Gruppe deutlich weiter tieffeldverschoben ist. Die Zuordnung der quartidren C-Atome erfolgt
tiber HMBC-Kopplungen zu H-23 (1.24 ppm—46.69 ppm, C-4) und H-5 (1.45 ppm koppelt
mit C-4 und 37,43 = C-10) und die Zuordnung der Methylengruppen C/H-1 und C/H-2 vor-
wiegend tiber H,H-COSY: H-3 (5.28 ppm) koppelt mit 1.64 ppm und 2.14 ppm (H-20+f3,
durch HMQC: C-2 = 23.62 ppm) und letzteres koppelt mit 1.22 ppm (und schwach mit einen
Proton bei 1.51 ppm), die zur Methylengruppe C/H-1 gehdren (durch HMQC: C-1 = 34.55).
Das Spinsystem H-5-H-60/B—H-70/p wird analog aufgeklart: Von 1.45 ppm (H-5) wird im
H,H-COSY ein Kreuzsignal zu 1.71 ppm beobachtet (—H-60/p); durch HMQC wird das
dazugehorige C-Atom (19.61 ppm) und das zweite H-Atom (1.81 ppm) bestimmt. Die Signale
der Methylengruppe C/H-7 (33.08 ppm; 1.58 ppm + 1.40 ppm) konnen iiber das HMQC-
COSY-Kreuzsignal zu C-6 eindeutig identifiziert werden; die starke Uberlappung mehrere
Signale im Bereich von 1.80 ppm und 1.40 ppm ldsst keine genauen Interpretation im H,H-
COSY-Spektrum zu. Die Signale der Methylgruppe C/H-25 werden schlie8lich durch ein
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HMBC-Kreuzsignal zu C-10 als 13.29/0.90 ppm bestimmt. Diese Zuordnungen werden durch
andere Kreuzsignale in den HMQC-COSY - und HMBC-Spektren bestitigt.

Die Zuordnungen in Ring C und D gehen vom Spinsystem 5.15 ppm(H-12)-1.93 ppm—
1.58 ppm aus, das im H,H-COSY beobachtet wird: Das Signal bei 1.93 ppm gehort zur
Methylengruppe C/H-11 (durch HMQC-Kreuzsignal: 2. H-Signal bei 1.90 ppm und C-11 bei
23.43 ppm) und das Signal bei 1.58 ppm gehort zum Methinproton an C-9 (durch HMQC:
46.83 ppm = C-9). Letzteres koppelt im HMBC mit zwei Methyl-C-Atomen, wobei das eine
(13.29 ppm = C-25) bereits zugeordnet ist und es sich bei dem anderen somit um C-26
handeln muss (16.89 ppm, durch HMQC: H-26 = 1.05 ppm). Von den intensiven Methyl-H-
Signalen ausgehend wird per HMBC das quartire C-Atom C-8 bei 40.05 ppm identifiziert.
Von C-13 aus wird die Methylengruppe C/H-27 (23.27 ppm / 1.12 ppm) zugeordnet und von
deren Methyl-H-Atomen aus das quartire C-Atom C-14 (42.29 ppm). Das quartdre C-Atom
C-13 (139.6 ppm) zeigt im HMBC weiterhin zwei schwache Kreuzsignale mit den bekannten
Methylen-H-Atomen an C-11 und ein weiteres Methylen-H-Signal (1.90 ppm), das zu C-15
gehort (26.56 ppm); das HMBC-Kreuzsignal zwischen C-13 und dem zweite Proton an C-15
ist aufgrund des intensiven Kreuzsignals C-13+>H-27 nicht als solches erkennbar. Das Ring-
system C-D wird vervollstindigt durch die Methingruppe C/H-18 (HMBC-Kreuzsignal von
H-12 zu 59.19 ppm; durch HMQC: H-18 = 1.33 ppm), die Methylengruppe C/H-16 (durch
HMQC-COSY-Kreuzsignale C-15<H-160/B), die Methylgruppe C/H-28 (28.77 ppm/
0.80 ppm durch HMBC-Kreuzsignal zu C-18) und von letzterer ausgehend das quartére
C-Atom C-17 (33.81 ppm). Die Abbildung 68 zeigt diejenigen H,H-COSY-, HMBC- und
HMQC-COSY-Kopplungen, die fiir die Strukturaufkldrung der Ringe A, B und C von
-ABA 2 relevant sind.
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Abb. 68: Fiir die Strukturaufkldrung relevante Kopplungen bei B-ABA 2 (Ringe A, B, C). Gestrichelte
Linien: H,H-COSY; durchgezogene Linien: HMBC; dicke Linien: HMQC-COSY. Die Pfeile deuten
jeweils von bereits zugeordneten zu bis dahin noch nicht zugeordneten Atomen; weitere Erlduterungen
siche Text.

Ring E wird vom quartdren C-Atom C-17 aus aufgeklirt: Das HMBC-Spektrum zeigt u. a.
ein Kreuzsignal zu Methyl-Protonen bei 0.77 ppm, die damit zur Methylgruppe C/H-29
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gehoren (durch HMQC: C-29 = 17.46 ppm); eine Bestitigung im H,H,-COSY ist aufgrund
der gleichen Verschiebung von H-18 und H-19 nicht méglich. Von den Methylprotonen an
C-29 ausgehend wird im HMBC aufgrund der beinahe gleichen chemischen Verschiebung fiir
die verbleibenden beiden Methin-C-Atome nur ein einziges Kreuzsignal gemessen, die
dazugehorigen Protonen werden bei 1.32 ppm und 0.91 ppm gemessen. Das C-Atom C-18
zeigt im HMQC-COSY-Spektrum kein Kreuzsignal mit einem Proton bei 0.91 ppm, also
muss es sich bei diesem Proton um H-20 und bei dem bei 1.30 ppm um H-19 handeln. Das
HMQC-Spektrum ermdglicht dann die eindeutige Zuordnung von C-19=39.77 ppm und
C-20 = 39.62 ppm; die Methylgrupe C/H-30 wird ausgehend vom intensiven Methylsignal an
H-29 aus zugeordnet (H-2921.38 ppm, durch HMQC: H-30 = 0.91 ppm). Die Methylenpro-
tonen an C-22 werden durch HMBC-Kreuzsignale mit C-18 zugeordnet (durch HMQC:
C-22 = 41.53 ppm) und diejenigen an C-21 durch H,H-COSY-Kopplungen mit H-20 (durch
HMQC: C-21 =31.27 ppm). Abb. 69 zeigt diejenigen H,H-COSY-, HMBC- und HMQC-
COSY-Kopplungen, die fiir die Strukturaufklédrung der Ringe C, D und E relevant sind.
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Abb. 69: Fiir die Strukturaufklarung relevante Kopplungen bei B-ABA 2 (Ringe C, D, E). Gestrichelte
Linien: H,H-COSY; durchgezogene Linien: HMBC; dicke Linien: HMQC-COSY. Die Pfeile deuten
jeweils von bereits zugeordneten zu bis dahin noch nicht zugeordneten Atomen; weitere Erlduterungen
siche Text.

Die rdumliche Orientierung der Methylenprotonen wird ausgehend von Ring A durch
NOESY-Spektren bestimmt. Die Zuordnung von 1.22 ppm als H-1a (axial; Kopplung zu H-9)
ist ebenso eindeutig wie die von 2.14 ppm zu H-2f (axial; Kopplung zu H-25); die Kopplung
zwischen H-3 und H-23 bestitigt die dquatoriale Position dieses Protons (in diesem Fall 3).
Die beiden Methylengruppen C/H-6 und C/H-7 werden durch Kopplung mit H-26
(—1.81 ppm, axial, H-6PB) bzw. H-5 (—1.58 ppm, axial, H-7a)) bestimmt. H-15f (axial)
gehort sicher zum Signal bei 1.90 ppm (Kopplung mit H-28) und H-16 ist durch eindeutige
Kopplungen zuzuordnen (2.00 ppm = H-16a (axial); Kopplung mit H-19 und H-27). Wihrend
die Zuordnung von H-22c zu 1.43 ppm noch mit einiger Sicherheit vorgenommen werden
kann, ist die Orientierung von H-22f (1.39 ppm) mit Unsicherheit behaftet. Uber die wich-
tigsten NOESY-Kopplungen informieren die Abbildungen 70 und 71.
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32

Abb. 70: Fiir die Strukturaufklarung relevante NOESY-Kopplungen bei -ABA 2 (Ringe A, B, C).
Gestrichelte Linien geben Kopplungen an, die aufgrund anderer Kopplungen nicht eindeutig sind,
Pfeile nicht beobachteter Kopplungen sind durchgestrichen. Weitere Erlduterungen siehe Text.

Abb. 71: Fiir die Strukturaufkldrung relevante NOESY-Kopplungen bei -ABA 2 (Ringe C, D, E).
Gestrichelte Linien geben Kopplungen an, die aufgrund anderer Kopplungen nicht eindeutig sind,
Pfeile nicht beobachteter Kopplungen sind durchgestrichen. Weitere Erlduterungen siehe Text.

Insgesamt ist die Aufkldrung in Ring E durch die Uberlappung zahlreicher Signale deutlich
schwieriger als die der iibrigen Ringe. Auch die Zuordnung der rdumlichen Anordnung von
Methylenprotonen krankt oft an mangelnden Bestitigungsmoglichkeiten. Durch den Ver-
gleich mit anderen Boswelliasiuren, bei denen die betreffenden Signale im 'H-NMR-
Spektrum verschoben sind, lassen sich zusétzliche Indizien fiir eine Zuordnung ableiten. Bei
H-210/p und H-220/B kann jedoch auch damit die rdumliche Anordnung nicht sicher festge-
stellt werden; sie muss zukiinftigen NMR-Messungen mit verbesserten Messbedingungen vor-
behalten bleiben.

352 Vergleichende NMR-Spektroskopie von natiirlichen und nicht-natiirlichen Boswel-
liasduren

Die vergleichende NMR-Spektroskopie von Boswelliasduren und deren Derivaten ist nicht
nur fiir die Identifizierung dieser Substanzen unerlésslich, sondern ermdglicht oft auch eine
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Qualitdtskontrolle und Quantifizierung (siche Kap. 3.4.3). Alle in ausreichend reinem Zustand
gewonnenen Boswelliasduren und deren Derivate wurden daher mit ein- und zweidimensio-
nalen NMR-Techniken untersucht.**!

Tab. 20 zeigt die NMR-Verschiebungen der vier wichtigsten -Boswelliasduren, und in
Tab. 21 sind die NMR-Verschiebungen der beiden Boswelliaséure-Derivate 3,24-3-Boswel-
liadiol 16 und Ethoxy-B-BA 56 sowie von a-BA 3 und a-ABA 4 aufgelistet.

Tab. 20: 'H- und "*C-NMR-Verschiebungen der vier wichtigsten p-Boswelliasduren. *: Zuordnung
o/B konnte nicht mit Sicherheit vorgenommen werden, s. Text.

B-ABA 2 B-AKBA 7 B-BA 1 B-KBA 6

Atom| C H C H C H C H

o p o p o p o p
34.55 |1.22]1.51] 34.60 [1.21]2.56] 33.76 [ 1.32]1.50] 33.90 [1.32]2.51
23.62 | 1.64]2.14| 23.51 [1.61[2.24] 26.13 [1.59]2.23] 26.28 [1.54]2.30
7323 | — [5.28] 73.06 | — [5.32] 70.68| — [4.08] 70.48 ] — [4.07
4669 — 4652 — 4730 — 4731 —
50.64 |1.45] — [ 50.45 [1.41] — | 49.02|1.49] — | 48.87[1.41] —
19.60 | 1.71]1.81] 18.74 [1.74]1.88] 19.61|1.70]1.83] 18.87 [1.74 1.88
33.08 | 1.58] 1.40] 32.85 [1.68]1.48] 33.03 [1.55]1.40| 32.94 [ 1.68]1.48

40.05] — 45.06| 556 |39.94 — 45121  —
46.83[1.58] — | 60.33 [2.42] — | 46.73 |1.61] — | 60.45 242 —
3743 — 3739 — 37.46 — 3755 —
23.43[1.90[1.93]199.23] — 23.35[1.90[1.94]199.40] —
12450 515 [13049] 556 |124.40] 514 ]13055 5.54
139.60] — [1e491] — 13950 — 16490 —
0229 — 4377 — 4221 — 43841 —

26.56 [1.04|1.90| 27.2511.20{1.90] 26.39 [1.01|1.84] 27.22 |1.22 1.87
28.14 (2.00|0.87] 27.54 [2.10|1.02] 28.02 |2.01]0.87] 27.56 |12.07/1.00

—_ el e i ) —_—
Olo|Alala|mln oS |v|s|w|o|—

33.81 — 33.95 — 1 33.76 — 33.98 —

59.19 | — |1.33] 59.05| — |1.56] 59.04 | — [1.33] 59.08 | — | 1.52

39.7711.32] — |1 3932141 — | 39.62|135] — ] 39.31[1.38] —
20 ] 39.62| — [091] 39.27| —0.95] 39.53| — |0.92] 3931 | — 10.93

21* | 31.27 [1.26[1.39] 3091 |1.32|1.48] 32.21 [1.27[1.41] 30.94 |1.321.44
22* | 41.53 [1.43|1.27| 4091 |1.48[1.32] 4146 [1.41|1.27] 40.94 |1.47]1.35
23 | 23.68 1.24 23.81 1.24 24.16 1.35 24.32 1.34
24 1182.54 — 181.96 — 183.40 — 182.70 —
25 | 13.29 0.90 13.17 1.15 13.24 0.91 13.22 1.12
26 | 16.89 1.05 18.39 1.20 16.84 1.05 18.41 1.17
27 | 23.27 1.12 20.55 1.35 23.18 1.10 20.55 1.30
28 | 28.77 0.80 28.84 0.83 28.77 0.81 28.86 0.81
29 | 17.46 0.77 17.29 0.81 17.44 0.79 17.42 0.78
30 | 21.38 0.91 21.10 0.95 21.39 0.92 20.94 0.93
31 |170.30 — 170.16 —
32 | 21.31 2.09 21.26 2.09

Die Unterschiede zwischen den Verbindungen (z. B. a-/B-Reihe, Acetylgruppe oder freie
OH-Gruppe an C-3, Keto- oder Methylengruppe an C-11) sind in der Regel eindeutig: Die
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Deacetylierung der 3-OH-Gruppe fiihrt bei B-AKBA, B-ABA und a-ABA zur Hochfeld-
Verschiebung des Methin-Protons an C-3 (von ~5.30 ppm zu ~4.10 ppm); die iibrigen

Protonen am Ring A werden praktisch nicht beeinflusst. Die '*C-NMR-Verschiebungen

werden um ca. 0.5-3 ppm verédndert. Die Einfithrung der Keto-Gruppe an C-11 fiihrt zu einer
starken Tieffeld-Verschiebung der benachbarten Signale, v.a. H-9 und H-11 und den
dazugehorigen C-Atomen.

Tab. 21: 'H- und 13C-NMR-Verschiebungen von 0-ABA 4, a-BA 3, 3,24-B-Boswelliadiol 16 und dem
Zuordnung o/p konnte nicht mit Sicherheit
vorgenommen werden, s. Text. ** : Zur Bezeichnung ,,0/“B* siche Diskussion im Anschluss an die

nicht-natiirlichen Derivat 3oa-Ethoxy-B-BA 56. *:

Tabelle.
o-ABA 4 a-BA 3 3-Ethoxy—p-BA 56 3,24-B-Diol 16
Atom| C H C H C H C H
a | B o | B a B a B
1 | 3432 | 1.18]1.47] 33.66 [1.29]1.56] 34.33 [1.28] 1.39 | 33.49 [0.87] 1.40
2 2359 | 1.63]2.13] 26.22 [1.60]2.17] 21.98 [1.70] 1.94 | 25.23 |1.61] 1.87
3 | 7325 — [530] 7079 | —[4.08] 77.82 | — | 3.55 | 70.68 | — | 3.87
4 | 46.70 — 4745 — - | 47.84 — 42.69 —
5 | 5064 |1.44] —]49.16 [1.49] — | 4977 [1.49] — | 4953 [1.34] —
6 | 1964 ]1.72]1.82] 19.75 [1.73]1.90] 19.69 [1.69] 1.81 | 18.55 [1.34] 1.51
7 13279 | 1.40 [1.50] 32.82 [1.36]1.51] 33.08 [1.54] 1.36 | 33.11 [1.56] 1.34
8 [39.85 — 39.87 40.08 — 40.08 —
9 |4682 |1.64] — | 4682 [1.64] — | 46.69 [1.59] — | 4763 [1.64] —
10 | 37.48 — 37.48 37.47 — 36.69 —
11 | 2359 | 1.87 [1.90] 23.57 |1.88]1.90| 23.46 [1.95] 1.92 | 2338 | 1.93 |1.90
12 [121.1 520 [121.8 520 [124.7 5.13 124.3 5.12
13 [145.1 — 145.2 139.5 — 139.5 —
14 | 41.96 — 42.95 4233 — 42.07 —
15 | 26.13 [ 1.00 [1.78] 26.08 [1.00]1.80] 26.57 [1.00] 1.90 | 26.51 [0.98 1.81
16 | 27.03 [0.82 [1.97] 27.00 [0.82]1.97] 28.18 [2.00] 0.86 | 28.04 [1.99] 0.86
17 | 32.55 — 32.54 33.82 — 33.71 —
18 | 4738 | — [1.94| 4736 | —[1.95] 59.46 | — | 1.32 | 59.00 | — | 1.30
19 | 46.90 | 1.04 [1.69] 46.82 [1.03|1.67] 39.75 [132] — | 39.63 [1.30] —
20 | 31.09 — 31.08 3965 | —] 092 | 3956 [ — | 091
21* [ 34.77 [ 1.10 [ 1.32] 34.76 [1.09]1.20] 31.30 [1.39] 1.27 | 31.21 |1.38] 1.25
22% | 37.15 [ 1.24 [ 1.43] 37.16 [1.24|1.40] 41.58 [1.41] 1.29 | 41.48 [1.40] 1.26
23 | 23.68 1.24 24.14 | 1.35 23.98 1.31 21.65 1.09
24 [182.2 — 183.1 —  |184.0 — 66.58 0353
LB 3.73%*
25 | 13.11 0.90 13.10 | 0.89 13.50 0.89 16.11 0.93
26 | 16.79 1.01 16.78 1.00 16.91 1.03 16.70 0.98
27 | 25.94 1.19 25.95 1.15 23.34 1.10 23.32 1.08
28 | 28.44 0.84 2843 |  0.84 28.81 0.80 28.73 0.79
29 | 3332 0.87 3332 | 0.87 17.47 0.79 17.43 0.78
30 | 23.68 0.87 23.68 | 0.87 21.38 0.91 21.39 0.91
31 |170.3 — 64.68 | 3.34 +3.60
32 | 21.28 2.09 o 15.55 1.17 o
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Ein unerwartetes Phinomen wird beim 3,24-B-Boswelliadiol 16 beobachtet: Die beiden
Protonen der Hydroxymethylgruppe (H-24: 3.73 ppm und 3.53 ppm) sind nicht dquivalent,
sondern sind dem NOESY-Spektrum (Abb. 72) zufolge rdumlich gerichtet: Das Proton bei
3.73 ppm zeigt Kreuzpeaks mit den Methylprotonen bei 0.93 ppm (H-25) und schwécher mit
H-2f bei 1.87 ppm (H-2f3). Das Proton bei 3.53 ppm koppelt nicht mit H-23, dafiir aber mit
H-25 (0.93 ppm) und auflerdem mit den Protonen bei 1.10 ppm (H-23), 1.34 ppm (H-6a) und
schwach mit 1.51 ppm (H-6f). Das Proton bei 3.73 ppm teilt den Winkel C-3—C-4—C-5 und
zeigt in perspektivischer Darstellung vom Betrachter weg. Es kann als H-24,,3* bezeichnet
werden, wenn man sich diese Methylengruppe zu einem geschlossenen Ring gehorig vorstellt.
Das andere Proton (H-24,,0) zeigt zum Betrachter hin und teilt den Winkel C-5-C-4—C-23.

H-24"38" H-24"o" i
T~ -
il i—H-25 B
g w—H-23 10
I;‘l —H-6a I 25 i
! W —H-6pB T THg i
! , i
(O H-28 I
2.0
3.0
1] tjﬁk‘i ¢ Lo i
i 0 v
GDC: | i ‘ L ppm

-

Abb. 72: NOESY-Spektrum (Ausschnitt) des Ringes A von 3,24-B-Boswelliadiol 16. Schwache
Kopplungen sind gestrichelt gezeichnet. Eingezeichnet sind nur Atome, die fiir die Bestimmung der
rdumlichen Anordnung der beiden Protonen an C-24 relevant sind; Signale von 1.0-2.0 ppm wurden
aus Griinden der Ubersichtlichkeit geldscht.

Eine Berechnung des 3,24-B-Boswelliadiols 16 mit dem Programm HyperChem bestitigt

diese Anordnung als die energetisch giinstigste, s. Abb. 73.5%
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Abb. 73 Energetisch giinstigste Anordnung der Ringe A+B von 3,24-3-Boswelliadiol 16 (Berechnung
mit HyperChem).

353 Diskrepanzen zwischen eigenen Messungen und Literaturwerten

Im Laufe der Auswertung der NMR-spektroskopischen Daten der Boswelliasduren er-
schienen zwei Arbeiten mit NMR-Verschiebungen zu p-BA 1 und o-BA 3% bzw. B-ABA 2
und B-AKBA 7,°Y deren Zuordnungen an einzelnen Stellen mit den unter Punkt3.5.1
genannten abweichen, siehe auch die Tabellen 28 und 29 in Anhang C (ab S. 181).

Die Zuordnung der *C-NMR-Signale ist in allen zitierten Arbeiten {ibereinstimmend bis
auf die Signale von C-19 und C-20, fiir die Belsner ez al.’"! 39.63 ppm bzw. 39.78 ppm an-
geben. Im Gegensatz zu den anderen Autoren ordnen sie C-20 (und nicht C-19) dem tiefteld-
verschobenen Signal zu. Aufgrund der eindeutigen Zuordnung in vier B-Boswelliasduren und
zweil Derivaten (s. Kap. 3.5.1) besteht kein Anlass zu einer Revidierung der Zuordnung dieser
Signale.

Bei allen Verbindungen mit Methylengruppe an C-11 (a/B-BA 3/1, a-/B-ABA 4/2, 3-EtO-
B-BA 56 und 3,24-Boswelliadiol 16) werden fiir diese beiden Protonen Verschiebungen von
1.90 + 0.05 ppm gemessen. Culioli ez al.®” geben fiir diese Protonen Verschiebungen von
1.18 ppm und 1.92 ppm (bei B-BA 1) an, Belsner e al.”"! hingegen fiir beide Protonen
1.69 ppm™*! (bei B-ABA 2). Die Zuordnung ist mittels H,H-COSY und HMQC-COSY auch
in denjenigen Fillen mdglich, in denen im HMQC die Uberlappung von Signalen entlang der
BC-Dimension keine eindeutige Zuordnung zulisst: Das H,H-COSY von B-ABA 2 (Abb. 74)
zeigt ausgehend vom Proton H-12 nur ein einziges breites Kreuzsignal bei 1.85-1.98 ppm.
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Abb. 74: H,H-COSY-Spektrum (Ausschnitt) von p-ABA 2 zur Zuordnung der 'H-NMR-Signale an
C-11. Die Schnittebene wurde hierbei (und bei den {ibrigen Abbildungen in diesem Kapitel) zur
Veranschaulichung deutlicher abgesenkt, als es allein zur Zuordnung von H-11 notwendig gewesen

ware.

Auch im HMQC-COSY werden ausgehend von den Nachbar-C-Atomen C-9 und C-12
eindeutige Kreuzsignale zu 1.85-1.98 ppm gemessen (s. Abbildungen 75 und 76), wodurch

die Verschiebung fiir beide Methylenprotonen an C-11 einwandfrei bestimmt wére; die

Verhiltnisse bei B-BA 1 sind dieselben.

o O @ tsso
; -
V :

~40.0

45,0
C-9:46.83—

By 50.0

a 1 - ppm

1'0 Gpm

Abb. 75: HMQC-COSY-Spektrum (Ausschnitt) von B-ABA 2 zur Zuordnung der 'H-NMR-Signale

an C-11.
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Abb. 76: HMQC-COSY-Spektrum (Ausschnitt) von B-ABA 2 zur Zuordnung der 'H-NMR-Signale

an C-11.

Die zweite Diskrepanz besteht beim Methinproton an C-19, dessen chemische Verschie-
bung Belsner e al.®! bei p-ABA 2 mit 1.87 ppm angeben. Das HMQC erlaubt hier bei den
eigenen Spektren, die Lage von H-20 bzw. H-19 eindeutig den Signalen bei 0.91 ppm bzw.

1.32 ppm zuzuordnen:

1.32/39.77 0.91/39.62

C/H-19 (C/H-20) I

10 ppm

Abb. 77: HMQC (Ausschnitt) von 3-ABA 2 zur Zuordnung von H-19. Beschriftet sind die Kreuzpeaks
C/H-19 und C/H-20; zur Zuordnung von C-19 und C-20 sieche Kap. 3.5.1 (S. 97).
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Die iibrigen Diskrepanzen beziehen sich ausschlieBlich auf Angaben zur Orientierung von
a-und B-H-Atomen an Methylengruppen: Belsner er al.®'! geben fiir die Orientierung der
H-Atome an C-2 andere Werte an, als bei den eigenen Auswertungen ermittelt wurde. Das
NOESY-Spektrum von -ABA 2 zeigt aber eindeutig ein Kreuzsignal von 0.90 ppm (H-25)
zu 2.14 ppm, womit dieses H-Atom axial steht und damit H-2[3 sein muss. Auch die Zuord-
nung von H-15a/p ist durch eindeutige Kreuzsignale im NOESY-Spektrum in Ubereinstim-
mung mit den anderen Autoren gesichert, steht aber im Widerspruch zu den Angaben von
Belsner et al.°". Bei der Angabe ,,a-stdndig®™ fiir H-18 und H-208" schlieBlich kann es sich
nur um eine Verwechslung von o und 8 handeln: Die Kopplungen im zitierten Artikel und die
Rontgenstruktur,*! auf deren Ubereinstimmung mit den NMR-Daten die Autoren verweisen,
zeigen beide Atome als eindeutig B-stindig. Auch die Rontgenstruktur von B-AKBA 7 zeigt

diese beiden H-Atome als B-stindig.*"

Die Zuordnungen von Loganathan et al.**"

stimmen mit den eigenen Angaben zu 3-BA 1
iberall dort tiberein, wo aufgrund der rdumlichen Entfernung der unterschiedlichen funktio-
nellen Gruppen an C-3 keine Effekte mehr zu erwarten sind, d. h. in den Ringen B (bis auf
C-5), C, D, und E. Allein die rdumliche Anordnung von H-22a und H-22p geben diese
Autoren entgegengesetzt (und damit im Widerspruch zu Belsner et al.) an — ein Umstand, der

wie bereits oben erwihnt derzeit nicht abschlieend geklart werden kann.
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4  Experimenteller Teil

4.1 Allgemeine Angaben

Harze und daraus hergestellte Zubereitungen (d.h. Harze, Harzmischungen, Extrakte,
Rohsduremischungen, Handelsproben von Harzen, Medikamenten und anderen Zubereitun-
gen) wurden bei Raumtemperatur in dunklen, luftdichten Gefd3en gelagert.

Harze wurden zum Zerkleinern vor der Extraktion bei Bedarf gekiihlt (-20 °C) und ansons-
ten bei RT mit Morser und Pistill oder einem handelstiblichen Kiichenmixer zerkleinert.

,,Rohextrakte sind — soweit nicht anders vermerkt — die etherischen Extrakte von Harz-
proben, die durch erschopfende Soxhlet-Extraktion und anschlieBendes Entfernen des
Losungsmittels am Rotationsverdampfer gewonnen wurden (Vorschrift unter den Punkten
4.5.1.1 und 4.5.1.2).

Mit ,,Rohsduremischung® oder ,,Sdurefraktion ist — soweit nicht anders vermerkt — die
Harzsduremischung gemeint, die durch Verteilen des Rohextraktes zwischen Diethylether und
wiassriger Kali- oder Natronlauge gewonnen wurde (Vorschrift unter Punkt 4.5.1.6). Die
»acetylierte Sdurefraktion® bzw. ,,deacetylierte Sadurefraktion” wird durch Acetylierung mit
Acetanhydrid und 4-DMAP als Katalysator in DCM bzw. durch alkalische Verseifung mit
KOH in iso-Propanol gewonnen (Vorschriften unter den Punkten 4.5.4.3 und 4.5.4.5). Die
Angaben bei den Laufmitteln beziehen sich auf die Volumenverhéltnisse (v/v).

Die Entwicklung von Diinnschicht-Chromatogrammen erfolgte bei Kammerséttigung in
einem 400 ml-Glas. Die Verbindungen wurden mit UV-Licht (254 nm) detektiert und
anschlieBend mit Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagens angefarbt. Dazu werden die DC-
Platten mit Essigsdure:Schwefelsdure: Anisaldehyd (100:2:1 v/v/v) bespriiht und anschlieend
mit dem HeiBluftfon bis zur deutlichen Férbung der Flecken erhitzt. Die Diinnschicht-
Chromatogramme wurden digital abfotografiert (Canon Powershot A 40). Die Aufnahmen
wurden mit einem Grafikprogramm (Ulead Photo Image 8) ausgewertet und nachgezeichnet.

Zur Flash-Chromatographie wurden — sofern nicht anders erwdhnt — die folgenden Volu-
mina Kieselgel bzw. RP-Kieselgel als stationdre Phase eingesetzt: Glassdule mit 1,5 cm
Innendurchmesser: 30 ml; 2,5 cm: 100 ml; 5 cm: 350 ml; 7,5 cm: 700 ml; 10 cm: 1.400 ml.

«c[342

Pflanzen sind nach dem ,,Zander ! mit lateinischen Namen bezeichnet; bei dort nicht

verzeichneten Namen wurde nach dem Konsens der neueren Literatur (siche Kap. 1.1.2) oder

einschligigen Datenbanken benannt.!'% '+ 27- 3431

B4 wurde zu-

Fiir die Berechnung der Molekiildynamik mit dem Programm HyperChem
ndchst eine Molekiilmechanik-Optimierung nach Polak-Ribiére im Vakuum vorgenommen
und anschlieend die Molekiildynamikberechnung durchgefiihrt mit folgenden Parametern:
Aufheiz-, Halte- und Abkiihlzeiten jeweils 100 ps in 0,001 ps-Schritten; Temperatur zwischen

0 und 300 K in 1 K-Schritten im Vakuum; gleichbleibende Badtemperatur.
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4.2 Chemikalien

Harzproben: Siehe Ubersicht in Tab. 9 (S. 28) und ausfiihrliche Beschreibung im
Anhang A (S. 160)

Kolophonium: ,,Colophonium hell (Geigenharz, Balsamharz)”, Eggebrecht (Siide-
rau), Art.-Nr. 10-080

THF und Dioxan wurden vor Verwendung auf Peroxidfreiheit getestet (Merckoquant
10 011 Peroxid-Test) und ggf. {iber basisches Al,O; filtriert.

Pyridin und HMPA wurden — soweit als ,,absolut* angegeben — durch Kochen iiber
CaHj; tiber Nacht getrocknet, destilliert und bis zur Verwendung iiber
Molekularsieb (4 A) gelagert.

Deuterochloroform (CDCls) fiir die NMR-Spektroskopie: Deutero GmbH, Kastellaun

Methanol und Acetonitril fiir die HPLC (LiChrosolv): Merck AG, Darmstadt

Abietinsdure techn. (85 %): Acros Organics, Geel (Belgien)

Riboflavin: SERVA, Heidelberg

Celite 545: Merck VWR

Trimethylsulfoniumiodid (TMSI), 98 %: Acros Organics, Geel (Belgien)

Alle anderen Chemikalien stammen aus den Bestinden der Materialverwaltung der

TU Miinchen. Alle Losungsmittel wurden — soweit nicht anders vermerkt — destilliert

eingesetzt; mit ,,Wasser* ist immer demineralisiertes Wasser gemeint.

0,2 M Trimethylsulfoniumhydroxid-Losung (TMSH) wurde nach leicht verdnderter

Vorschrift von Schulte und Weber™*

IRA-900 (Lagerform = Cl-Form) werden in Wasser angeschlammt und in eine

I hergestellt: Etwa 10 g trockner Amberlite

20 x 2 cm-Glassdule mit Glasfritte und Hahn gefiillt. Der Ionenaustauscher wird mit
80 ml 1 N Natronlauge konditioniert, mit Wasser neutral gewaschen (ca. 150 ml) und
mit ca. 150 ml warmem Methanol gespiilt. 2,05 g Trimethylsulfoniumiodid (TMSI,
10,0 mmol) werden unter Erwdrmen auf max. 50 °C in ca. 30 ml MeOH gelost, in
5-10 ml-Portionen auf den lonenaustauscher gegeben und mit 2 x 5 ml warmem Me-
thanol nachgespiilt. Der lonenaustauscher wird mit ca. 5 ml Methanol nachgewaschen
und das Eluat im Messzylinder auf 50 ml aufgefiillt. Auf diese Weise werden 50 ml
einer 0,2 M TMSH-L6sung in Methanol erhalten; sie wird bei 4 °C (Kiihlschrank)
aufbewabhrt.

4.3 Material

Amberlite IRA-900 (Cl-Form, stark): Fluka, Steinheim

Kieselgel: Kieselgel 60 (40-63 um): Merck AG, Darmstadt

RP-Kieselgel: Verwendet wurde RP-18-Kieselgel, das in leichter Abwandlung der

Vorschriften von Kiihler und Lindsten*®**" hergestellt wurde:
Kieselgel wird mit Dichlormethan bis zur Bildung einer leicht gieBfahigen
Suspension versetzt (Verhiltnis ca. 1:10 m/v); Octadecyltrichlorsilan (ODTS,
Ci3H37Si1Cl3; Verhéltnis ODTS:Si0; ca. 1:10 m/m) wird hinzugegeben und 2 h
unter gelegentlichem Schwenken stehen gelassen; es wird zweimal mit Dich-
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lormethan und einmal mit Methanol gewaschen und abfiltriert. Dann wird mit
Trimethylsilylchlorid (TMSCI, Cs;HoSiCl) im Verhédltnis TMSCI:SiO, 1:10
(m/m) behandelt, erneut mit Dichlormethan gewaschen und iibernacht bei
40 °C getrocknet.

4.4 QGerite

Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC)

System 1 (,,System varian, analytisch*)

Pumpe:
Autosampler:
Vorséule:
Trennsidule:

oder
Vorsiule:
Trennséule:
Detektor:
Ausgabe:

model 5000 (Varian)

sp8875 (Spectra-Physics)

LiChrosorb RP-18 20 mm x 4 mm ID, 5 um Teilchengréfe (Merck)
LiChrospher 100 RP-18 250 mm x 4 mm ID, 5 pm TeilchengrdB3e
(Merck)

Saphir 110 C18 30 mm x 4 mm ID, 5 pm Teilchengrofe (Grom)
Saphir 110 C18 250 mm x 4 mm ID, 5 um TeilchengroBe (Grom)
Diodenarraydetektor model 1000s (Applied Biosystems)
Drucker, Plotter

System 2 (,,System varian, praparativ®)

Pumpe:
Autosampler:
Vorsidule:

Trennsdule:
Detektor:
Ausgabe:

model 5000 (Varian)

sp8875 (Spectra-Physics)

LiChrospher 100 RP-18 250 mm x 20 mm, 5 pm Teilchengrdf3e
(Merck)

LiChrosorb RP-18 20 mm x 4 mm, 5 um Teilchengrof3e
Diodenarraydetektor model 1000s (Applied Biosystems)

Drucker, Plotter

System 3 (,,System Beckman, analytisch®)

System:
Injektor:
Vorsiule:
Trennséule:

Vorséule:
Trennséule:

Trennséule:
Ausgabe:

Gradient 1:
Gradient 2:
Gradient 3:

System Gold (Beckman) mit Pumpe 127NM und Detektor 166NM
7125 mit 20 pl Injektionsvolumen (Rheodyne)

LiChrosorb RP-18 20 mm x 4 mm, 5 um Teilchengrof3e
LiChrospher 100 RP-18 250 mm x 20 mm, 5 um Teilchengrof3e

oder

Saphir 110 C18 30 mm x 4 mm ID, 5 pm Teilchengrofe (Grom)
Saphir 110 C18 250 mm x 4 mm ID, 5 um TeilchengroBe (Grom)
oder

Chromolith Performance RP-18e, 100 mm x 4,6 mm ID (Merck-VWR)
Chromato-Integrator D-2500A (Merck-Hitachi)

0—30 min: 65—99 % MeOH, 35—1 % 0,1 % TFA 1,2 ml x min™
0—10 min: 90—99 % MeOH, 10—1% 0,1 % TFA 1,2 ml x min
0—10 min: 90—99 % MeOH, 10—1% 0,1 % TFA 1,0 ml x min”'
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Gradient 4: 0—20 min:
Gradient 5: 0—10 min:
Gradient 6: 0-5 min:
5—15 min:
Gradient 7: 0-5 min:
5—15 min:
Gradient 8: 0-6 min:
6—16 min:
Gradient 9: 0-9 min:
9—12 min:
12—13 min:
Gradient 10: 0-9 min:
9—20 min:
Gradient 11: 0—20 min:
Gradient 12: 0—20 min:
Gradient 13: 0—15 min:
Gradient 14: 0—20 min:
0—10 min:
Gradient 15: 0—20 min:
0-10 min:
Gradient 16: 0—20 min:
0-10 min:
Gradient 17: 0-5 min:
5—20 min:
0-10 min:
Gradient 18: 0—20 min:
0-10 min:
Gradient 19: 0—20 min:
Gradient 20: 0—20 min:
0-10 min:
Gradient 21: 0—15 min:
Gradient 22: 0-5 min:
5—25 min:
Gradient 23: 0—10 min:
10-13 min:
Massenspektrometrie
Gerit:

90—99 % MeOH,
95—99 % MeOH,
90 % MeCN,
90—99 % MeCN,
90 % MeCN,
90—99 % MeCN,
80 % MeCN,
80—99 % MeCN,
70 % MeCN,
70—80 % MeCN,
80—99 % MeCN,
70 % MeCN,
70—99 % MeCN,
60—90 % MeOH,
40—95 % MeOH,
50—85 % MeOH,
50—90 % MeOH,
3—5,0 ml x min™
50—90 % MeOH,

.
3 ml X min

60—95 % MeOH,

.
2 ml X min

50 % MeOH,
50—90 % MeOH,

.
3 ml X min

50—90 % MeOH,

.
3 ml X min

50—90 % MeOH,
50—90 % MeOH,

.
3 ml X min

60—90 % MeOH,
80 % MeOH,
80—99 % MeOH,
80—85 % MeOH,
85 % MeOH,

10>1%0,1 % TFA 1,2 ml x min™
5—1%0,1 % TFA
10 % 0,1 % TFA
10—1% 0,1 % TEA
10 % 0,1 % TFA
10—1% 0,1 % TFA
20 % 0,1 % TFA
20—1% 0,1 % TEA
30 % 0,1 % TFA
30—20 % 0,1 % TFA
20—1% 0,1 % TFA
30 % 0,1 % TFA
30—1 % 0,1 % TFA
40—10 % 0,1 % TFA 5,0 ml x min™
60—5 % 0,1 % TFA 5,0 ml x min™'
50—15 % 0,1 % TFA 5,0 ml X min’
50—10 % 0,1 % TFA

10-20 min: 5,0 ml x min™

50—10 % 0,1 % TFA

10-20 min: 5,0 ml x min™

40—5 % 0,1 % TFA

10-20 min: 4,0 ml x min™

50 % 0,1 % TFA

50—10% 0,1 % TFA

10-20 min: 4,0 ml x min™

50—10 % 0,1 % TFA

10-20 min: 4,0 ml x min™

50—10 % 0,1 % TFA 3,0 ml x min”’
50—10 % 0,1 % TFA

10—20 min: 3—5 ml x min’’
40—10 % 0,1 % TFA 5,0 ml x min™
20 % 0,1 % TFA

20—1%0,1 % TFA 1,2 ml x min™
20—15 % 0,1 % TFA

15% 0,1 % TFA

1,0 ml x min™!
1,2 ml x min’!

1,5 ml x min™
1,2 ml x min’!

1,2 ml x min’!

1,2 ml x min’!

13— 14 min: 85—99 % MeOH, 15—1 % 0,1 % TFA 1,2 ml x min"'

Finnigan MAT 8200 im EI-Modus (70 eV), Direkteinlass
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Kernresonanzspektroskopie

Gerite: Bruker AV360 (IH, 13C, DEPT 90 und 135 Grad), Bruker AV500
(‘H, H,H-COSY, HMBC, HMQC, HMQC-COSY, NOESY).

Losungsmittel: CDCls

Kalibrierung: &= 77.0 (CDCls, °C); § = 7.26 (CDCls, 'H)

Auswertung: ~ WinNMRP*®! ('H, *C, DEPT90/135), NPNMRP*! (H,H-COSY,
HMBC, HMQC, HMQC-COSY, NOESY), MestRe-C**" (NOESY).

IR-Spektroskopie

Gerdit: 1600 FTIR (Perkin Elmer, Rodgau); die Messungen wurden als Dif-
ferenzmessung durchgefiihrt (Probe in CHCl; gegen CHCls).

Polarimetrie

Gerit: Perkin-Elmer 241MC (Perkin Elmer, Rodgau) mit einer Kiivettenlan-
ge von 1 dm. Die spezifische Drehung errechnet sich aus

[a]? = 0‘;?0 mit [c] = g/100 ml, [1] = dm und [¢] = Grad.

Schmelzpunktbestimmung

Gerdit: Biichi 510 (Biichi AG, Konstanz); Schmelzpunkte sind unkorrigiert

Gekoppelte Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS)

Gerdit: Typ 8000 (Thermoquest, Egelsbach)

Kapillarsdule:  DB-5; 30 m x 0,32 mm, 0,25 pm (J & W Scientific)
MS: MD 800 (Thermoquest, Egelsbach)

Ionisierung: Elektronenstof3-Ionisation

Probenaufgabe: split/splitless, 40 °C

Aufgabevolumen: 1,0 pl

Temperaturprogramm 1 fiir FAME-GC-Analytik: 1 min bei 40 °C; 6 °C x min™ bis
200 °C; 10 °C x min™ bis 250 °C, dort 1 min

Temperaturprogramm 2 fiir FAME-GC-Analytik: 1 min bei 50 °C; 15 °C x min™' bis
180 °C; 4 °C x min™ bis 230 °C; 20 °C x min™ bis 250 °C, dort 1 min

4.5 Arbeitsvorschriften

4.5.1 Identifizierung der Weihrauch-Art bei unbekannten Proben

4.5.1.1 Herstellung von Weihrauch-Extrakten aus grolen Probenmengen

Weihrauchharz wird in einem Kiichenmixer fein zermahlen, wobei Proben von weicher
Konsistenz zuvor 1 h auf -20 °C gekiihlt werden. Das gemahlene Harz wird in eine Filterhiilse
gefiillt, mit Watte abgedeckt und in der Soxhlet-Apparatur erschopfend mit Diethylether
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extrahiert. Nach Extraktion muss der Riickstand des Ablaufs vernachlédssigbar und geruchlos
sein. Der etherische Weihrauchextrakt (,,Roh-Extrakt®, RE) wird am Rotationsverdampfer bei
Raumtemperatur unter Vakuum vom Ldsungsmittel befreit.

4.5.1.2 Herstellung von Weihrauch-Extrakten aus kleinen Probenmengen

Weihrauchharz wird grob in der Reibschale vermahlen, wobei Proben von weicher Konsis-
tenz zuvor auf -20 °C gekiihlt werden. Die gemahlene Probe wird in einem Glasrohr (2 cm ID
mit Glasfilter Por. 4) liber wenig Celite platziert und mit Watte abgedeckt. Das Harz wird mit
3 x 20 ml Aceton pro g Harz in 10-15 ml-Schritten in einen gewogenen Rundkolben extra-
hiert. Wenn der Extrakt nicht ziigig ablauft (1-2 Tr x s, wird leichter Uberdruck (Howorka-
Ball) angewendet. In der Probe eingeschlossene Luftblasen werden vor Zugabe von neuem
Extraktionsmittel durch Riihren mit einem Glasstab beseitigt. Der Weihrauchextrakt (,,Roh-
Extrakt“, RE) wird am Rotationsverdampfer bei Raumtemperatur unter Vakuum vom
Losungsmittel befreit.

4.5.1.3 Bestimmung der Effizienz verschiedener Losungsmittel bei der Extraktion von
Weihrauchharz

Ca. 5 g des Weihrauchharzes oder Produktes mit Weihrauchharz werden grob in der Reib-
schale vermahlen; Proben von weicher Konsistenz werden zuvor auf -20 °C gekiihlt. Die
gemahlene Probe wird exakt eingewogen und in einem Glasrohr (2 cm ID mit Glasfilter
Por. 4) iiber wenig Celite platziert und mit Watte abgedeckt. Die Extraktion erfolgt mit
100 ml Losungsmittel (Aceton, DCM, Et,0, EtOAc, MeOH, MTBE, Pentan oder i-PrOH) in
10-15 ml-Schritten in einen gewogenen Rundkolben. Wenn der Extrakt nicht ziligig ablduft
(1-2 Tr.x s7), wird leichter Uberdruck (Howorka-Ball oder N,/Pressluft bis 0,5 bar) ange-
wendet. In der Probe eingeschlossene Luftblasen werden vor Zugabe von neuem Extraktions-
mittel durch Riithren mit einem Glasstab beseitigt; nach Extraktion wird die Probe trockenge-
blasen. Der Weihrauchextrakt (,,Roh-Extrakt”, RE) wird am Rotationsverdampfer bei Raum-
temperatur unter Vakuum vom Losungsmittel befreit. Nach Auswiegen wird die Extraktion
mit jeweils 100 ml Losungsmittel viermal wiederholt (Gesamt-Extraktionsvolumen: 500 ml).

4.5.1.4 Bestimmung des Einflusses der Boswellia-Spezies auf die Extraktion mit
iso-Propanol

Ca. 10 g des Weihrauchharzes oder Produktes mit Weihrauchharz werden grob in der
Reibschale vermahlen; Proben von weicher Konsistenz werden zuvor auf -20 °C gekiihlt.
Etwa. 2 g der gemahlenen Probe werden exakt eingewogen, in einem Glasrohr (2 cm ID mit
Glasfilter Por. 4) iiber wenig Celite platziert und mit Watte abgedeckt. Die Extraktion erfolgt
mit 10 ml iso-Propanol in einen gewogenen Rundkolben. Wenn der Extrakt nicht ziigig
ablauft (1-2 Tr.xs"), wird leichter Uberdruck (Howorka-Ball) angewendet. In der Probe
eingeschlossene Luftblasen werden vor Zugabe von neuem Extraktionsmittel durch Riihren
mit einem Glasstab beseitigt; nach Extraktion wird die Probe trockengeblasen. Der Weih-
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rauchextrakt (Roh-Extrakt, RE) wird am Rotationsverdampfer bei Raumtemperatur unter
Vakuum vom Losungsmittel befreit. Nach Auswiegen wird die Extraktion mit jeweils 10 ml
Losungsmittel viermal wiederholt (Gesamt-Extraktionsvolumen: 50 ml).

4.5.1.5 Extraktion von Weihrauchbestandteilen: Bestimmung des Einflusses der Probenbe-
schaffenheit

Mehrere Proben von derselben Weihrauchprobe (Probe 4, Bcar Trl) werden wie unter
Punkt 4.5.1.3 mit Diethylether extrahiert und anschlieend der Anteil der Séurefraktion durch
Verteilen zwischen der etherischen Losung des Rohextraktes und 1 N Kalilauge bestimmt.

Tab. 22: Ausbeuten bei der Extraktion von Probe 4 (B. carteri, Bcar TI) in Abhédngigkeit der Proben-
beschaffenheit. *) ohne besondere Auswahl der Harzstiicke. **) grob zerstoB3en, so dass grof3e Stiicke
etwa so grof3 sind wie kleine Stiicke.

Probe | eingesetzte | eingesetztes | Rohex- Mittelwert Saure- Mittelwert | RS-Anteil | Verhiltnis
Nr. | Harzmenge | verriebenes trakt (Standard- | fraktion | (Standard- | [% v.RE] | RS:RE
[g] Harz [g] RE [%] | abweichung) | RS [%] | abweichung)
1 1,27* 0,9928 70,4 27,2% 38,7% 1:2,58
2 1,43%* 1,0172 68,9 68,6 % 23 8°/0 243 % 34 6‘; 1:2,89
’ : : (19) @ R
3 1,74* 1,0085 66,6 21,8% 32,8% 1:3,05
4 49%* 2 4,1 21,2° 19 1:3,02
5,49 5,0298 64, 64.6 % 2% 21.4 % 33,1% 3,0
5 5,89% 5,0164 66,9 @.1) 17,6% 4.0) 26,2% 1:3,81
6 5,45% 5,0069 62,9 ’ 25,5% ’ 40,6% | 1:2,46
11,11* 2 18,99 28,99 1:3,4
7 , 9,9878 65, 67.1 % 8,9% 19.6 % 8,9% 3,46
8 11,42%* 10,0687 68,2 (1.6) 17,8% 2.2) 26,1% 1:3,83
9 11,87% | 10,0108 | 67,8 ’ 22,0% ’ 32,4% | 1:3,08
10 21,22%* 1,9952 63,1 22,39 35,39 1:2,83
. . . 63,8 % 3% 23,5 % ,3% .
11 22,18* 2,0106 58,0 ©.1) 19,6% .7 33,8% 1:2,96
12 21,42%* 2,0130 70,2 ’ 28,7% ’ 40,9% 1:2,44
3,94
13 (1 groBer 2,0106 71,9 - 22,8% — 31,7% 1:3,16
Brocken)
2,23
14 (kleine 1,9840 71,8 - 20,1% - 27,9% 1:3,58
Brocken)
22,52
15 (groBe 1,9925 69,2 — 27,4% — 39,6% 1:2,52
Brocken)
20,24
16 (kleine 2,0193 64,3 - 23,8% - 37,0% 1:2,70
Brocken)
17 50,38%* 2,0249 55,2 18,49 33,39 1:3,01
. . . 60,8 % A% 20,9 % ,3% ’
18 50,02%* 2,0153 66,8 (5.8) 22,9% 2.3) 34,2% 1:2,92
19 | 50,42+ | 1,9987 60,3 ’ 21,4% ’ 35,5% | 1:2,82
Mittelwert tiber alle Proben 65,9 % (4,5) 223% (3,3)| 33,8% 1:2,96
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4.5.1.6 Auftrennung des Weihrauches-Extraktes in Sdure- und Neutralfraktion

Etherlosliche Bestandteile des Weihrauchextraktes werden im Scheidetrichter in Diethyl-
ether geldst (0,1-0,2 g x ml”" Et,0), mit 1 N-Kalilauge bis zu einem pH-Wert von >10 versetzt
und mit 5 x 10 ml Diethylether x g extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden
mit 2 x 20 ml 1 N-Kalilauge gewaschen und verworfen. Die wissrigen Phasen werden mit
HCI auf einen pH-Wert von <3 eingestellt und mit 5 x 10 ml Diethylether x g extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden mit Wasser neutral gewaschen, mit ges. NaCl-Lsg.
geschiittelt und tiber MgSOj4 getrocknet (30 min). Das Trocknungsmittel wird abfiltriert und
das Losungsmittel unter Vakuum am Rotationsverdampfer entfernt (Wasserbadtemperatur
max. 40 °C).

4.5.2 Identifizierung und Quantifizierung einer Kolophonium-Beimischung in Weih-
rauchharz

4.5.2.1 Isolierung von DhAbiA 38 und AbiA(-Isomeren) 39 aus dem Harz von B. serrata
(Probe 1, Bser Grl)

8,74 g der Sdurefraktion aus dem Diethylether-Extrakt des Harzes von B. serrata werden mit-
tels Sdulenchromatographie getrennt (Kieselgel, 10 cm ID, jeweils 11 Pentan:Et,O 10:1, 8:1,
6:1,4:1,7:2,3:1, 2:1, 3:2, 1:1 und Et,O mit jeweils 1 % HOAc). Es wird wie folgt fraktioniert
(in Klammern: Nummern der vereinigten 20 ml-Fraktionen): Frkt. 1 (1-20; 1,5 mg,
0,0172 %), Frkt. 2 (21-120; 12,0 mg, 0,137 %), Frkt. 3 (121-127; 39,4 mg, 0,451 %), Frkt. 4
(128-261; 1,2738 g, 14,6 %), Frkt. 5 (162-205; 954,0 mg, 10,9 %), Frkt. 6 (206-250; 352,8
mg, 4,04 %), Frkt. 7 (251-280; 164,7 mg, 1,89 %), Frkt. 8 (281-293; 46,2 mg, 0,53 %), Frkt. 9
(294-324; 403,3 mg (4,62 %), Frkt. 10 (325-345; 414,4 mg, 4,74 %), Frkt. 11 (346-362; 234,9
mg, 2,69 %), Frkt. 12 (363-370; 100,9 mg, 1,16 %), Frkt. 13 (371-410; 270,8 mg, 3,10 %),
Frkt. 14 (411-435; 95,2 mg, 1,09 %), Frkt. 15 (436-464; 282,3 mg, 3,23 %), Frkt. 16
(465-478; 122,9 mg, 1,41 %), Frkt. 17 (479-483; 111,4 mg, 1,28 %), Frkt. 18 (484-503;
787,0 mg, 9,01 %), Frkt. 19 (504-506; 67.8 mg, 0,776 %), Frkt. 20 (507-509; 74,1 mg,
0,848 %), Nachlauf (Et,0) 532,7 mg, 5,98 %). Gesamtausbeute: 6,3421 g (72,6 %). Nach
Untersuchung der Fraktionen mit DC auf RP-Kieselgel (mobile Phase: MeOH:Wasser 90:10)
werden die Fraktionen 3 und 4 vereinigt (1.313,2 mg, 15,0 %).

768,1 mg der vereinigten Fraktionen 3 +4 werden per FC aufgetrennt (RP-Kieselgel,
2,5 cm ID, MeOH:Wasser 90:10). Die Fraktionen 1-5 sind leer und werden verworfen, die
iibrigen 6 ml-Fraktionen wie folgt vereinigt: Frkt. 6-15 (Sduren 4C-4J, 247,3 mg, 32,2 %),
Frkt. 16-18 (4K, 48,1 mg, 6,26%), Frkt. 19-25 (4L, 48,6 mg, 6,33 %), Frkt. 26-30 (4B,
153,4 mg, 20,0 %), Frkt. 36-50 (4A; 63,9 mg, 8,32 %). Summe: 561,3 mg (73,1 %).

Fraktion 4A enthilt eine Verbindung, deren >C- und '"H-NMR-Verschiebungen mit partial-
synthetisch hergestellter DhAbiA 38 iibereinstimmen (physikalische Daten siehe dort, Kapitel
4.5.2.5).
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Die iibrigen Fraktionen enthalten allesamt Mischungen, die nicht oder nur schwer aufzutren-
nen sind. Zum zweiten Ansatz und quantitativer Abschitzung von DhAbiA 38 und Abietin-
sdure 39 und deren Derivate s. Kap. 4.5.2.2.

4.5.2.2 Isolierung und Quantifizierung von DhAbiA 38 und AbiA(-Isomeren) 39 aus dem
Harz von B. serrata (Probe 1, Bser Grl)

(Siehe auch FlieBschema in Abb. 80 in Anhang B, S. 179)

9,6850 g Saurefraktion von B. serrata (Harzprobe 1, Bser Grl; entsprechen 16,4 g Extrakt
und 46,8 g Harz) werden per FC vorgetrennt (5 cm ID; Pentan:Et;O 5:1 + 1 % HOAc auf
Kieselgel, nach 400 ml (3 SV) Vorlauf Fraktionen zu je 15 ml). Neben 23,3 mg (0,24 %)
Vorlauf (inhomogene zdhe farblose Fliissigkeit) werden 2,0144 g (20,8 %) in Frkt. 1-50 mit
wenig ABA (a- und B-Isomer) als schmutzig-weif3e, klebrige Masse erhalten.
Chromatographie (RP-SiO3, 2,5 cm ID; MeCN:MeOH:Wasser 42,5:42,5:15, 120 ml Vorlauf;
6 ml-Fraktionen) von Frkt. 1-50 der ersten FC ergibt 90,8 mg 2A (4,51 %, Frkt. 5-29),
307,4mg 2B = verunreinigte DhAbiA 38 (15,3 %, Frkt. 30-49) sowie 1.263,9 mg
2C = AbiA(-Isomere) 39 (62,7 %, Frkt. 50-60). Summe: 1.662,1 mg (82,5 %).

Fraktion 2B wird iiber RP-Kieselgel getrennt (1,5 cm ID; 250 ml MeCN:MeOH:Wasser
42,5:42,5:15, dann MeCN:MeOH 1:1; 30 ml Vorlauf; 2 ml-Fraktionen) und liefert neben
11,2mg 3A (3,64 %, Frkt. 4-10, inhomogene zdhe Masse), 253,3 mg 3B = DhADbiA 38
(82,4 %, Frkt. 11-23) und 5,9 mg 3C = DhAbiA 38 und AbiA-(Isomere) 39 (1,92 %,
Frkt. 24-40). Summe: 270,4 mg (88,0 %). Durch Umkristallisation von 3B (Methanol/Was-
ser, A) werden 199,6 mg DhAbiA 38 in kristalliner Form und zusédtzlich 53,7 mg aus der
Mutterlauge erhalten.

Fraktionen 2C und 3C werden vereinigt (insgesamt 1.269,8 mg) und iiber RP-Kieselgel
getrennt (RP-SiO,, 2,5 cm ID; MeCN:MeOH:Wasser 42,5:42,5:15, 100 ml Vorlauf; 2 ml-
Fraktionen): Neben 179,6 mg 4A = unsauberer DhADbiA 38 (14,2 %, Frkt. 1-22) werden
556,8 mg 4B = DhADbiA 38 und AbiA(-Isomere) 39 (43,8 %, Frkt. 23-42) und 418,5 mg 4C
= AbiA(-Isomere) 39 (33,0 %, Frkt. 43-65) erhalten. Summe: 1.155,2 mg (91,0 %).
Mutterlauge aus der Umkristallisation von DhADbiA 38 (Frkt. 3B) und 4A (insgesamt:
233,3 mg) werden iiber RP-Kieselgel aufgereinigt (1,5 cm ID; MeCN:MeOH:Wasser 4:4:1;
30 ml Vorlauf; 1 ml-Fraktionen). Neben 98,2 mg 5SA = Mischung unbekannter Substanzen
(42,1 %, Frkt. 1-18) werden 95,4 mg 5B = DhADiA 38 (40,9 %, Frkt.19-32) erhalten, die sich
nicht aus MeOH/Wasser oder reinem Methanol umkristallisieren l4sst. Summe: 193,6 mg
(83,0 %).

Fraktion 5B (556,8 mg) wird iiber RP-Kieselgel aufgereinigt (1,5 cm ID; Aceto-
nitril:Methanol:Wasser 4:4:1; 30 ml Vorlauf; 1 ml-Fraktionen) und ergibt neben 56,0 mg 6A
= Mischung aus DhADbiA 38 und AbiA(-Isomeren) 39 (10,1 %, Frkt. 1-30) 423,9 mg 6B
= AbiA(-Isomere) 39 (76,1 %, Frkt. 31-50). Summe: 479,9 mg (86,2 %).

Fiir die FAME-GC-MS-Analyse (Kap. 4.5.2.4) werden DhAbiA 38 (aus Umkristallisation
von Fraktion 3B) und AbiA-Isomere 39 aus Fraktion 4C verwendet.
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4.5.2.3 Isolierung von DhAbiA 38 und AbiA(-Isomeren) 39 aus Kolophonium

(Siehe auch FlieBschema in Abb. 81 in Anhang B, S.180)

4,0036 g Sdurefraktion von Kolophonium (entsprechen 4,4994 g Kolophonium und derselben
Menge Kolophoniumextrakt) werden mittels FC an Kieselgel getrennt (2,5 cm ID; 250 ml
Pentan:Et;O 5:1, 150 ml Pentan:Et,O 2:1, 100 ml Et,O mit jeweils 1 % HOAc; 60 ml Vor-
lauf, 15 ml-Fraktionen). Neben 1.636,3 mg AbiA(-Isomeren) 39, wenig DhAbiA 38 (40,8 %,
Vorlauf und Frkt. 1-25), 286,5 mg 1B = DhAbiA 38 und wenig AbiA(-Isomeren) 39 (7,16 %,
Frkt. 26-48) werden mit 869,2 mg 1C (21,7 %, 49-90) und 718,7 mg 1D (18,0 %, Nachlauf)
jeweils Mischungen unbekannter Substanzen erhalten. Summe: 3,5107 mg (87,7 %)

Frkt. 1A wird tiber RP-Kieselgel weiter aufgetrennt (2,5 cm ID, 400 ml MeCN:MeOH:Wasser
4:4:1, 200 ml MeCN:MeOH, 200 ml MeOH; 100 ml Vorlauf, 3 ml-Fraktionen) in 52,4 mg 2A
(3,20 %, Vorlauf + Frkt. 1-20), 290,9 mg 2B = DhAbiA 38 (17,8 %, Frkt. 21-36), 1.202,2 mg
2C = AbiA(-Isomere) 39 (73,5 %, Frkt. 38-44) und 50,1 mg 2D (3,06 %, Frkt. 45-51
+ Nachlauf). Summe: 1.595,6 mg (97,5 %).

Fraktionen 1B und 2B (insgesamt 577,4 mg) werden vereinigt und iiber RP-Kieselgel getrennt
(1,5 cm ID; 300 ml MeOH:Wasser 4:1, 300 ml MeOH; 30 ml Vorlauf, 2 ml-Fraktionen).
Neben 104,0 mg 3A (18,0 %, Vorlauf und Frkt. 11-18) und 356,4 mg 3B = DhAbiA 38
(61,7 %, Frkt. 19-48) werden 80,2 mg 3C (13,9 %, Frkt. 49-51 + Nachlauf) erhalten. Summe:
540,6 mg (93,6 %). Fiir die FAME-GC-MS-Analyse (Kap. 4.5.2.4) werden DhAbiA 38 aus
Fraktion 3B und AbiA(-Isomere) 39 aus Fraktion 2C verwendet.

4.5.2.4 FAME-GC-MS von DhADbiA 38 und Abietinsdure(-Isomeren) 39

[345

Die Analyse erfolgt in Variation der Vorschrift von Schulte und Weber:***! Ca. 5 mg freie

Sdure, bei Einzelsubstanzen 2 mg (bei Abietinséure(derivaten) mit M= 300: 16,6 pmol)
werden in 250 ul MTBE gelost und mit 250 ul 0,2 M TMSH in Methanol (0,05 mmol,

3,01 Aq.) versetzt®'! und in den Injektionsport des Gas-Chromatographen gegeben (1 pl

entspr. 2 ug Probenmenge!**?).

Tab. 23: GC-MS-Léufe mit Dehydroabietinsdure 38 und Abietinsdure(-Isomeren) 39 aus Weihrauch-
harz Bser Grl, Kolophonium und technischer Abietinsdure. Die Fraktionen (Spalte ,,Herkunft®)
beziehen sich auf die Isolierungen unter Kap. 4.5.2.2 (Bser Grl) bzw. Kap. 4.5.2.3 (Kolophonium).
Temperaturprogramme siche Kap. 4.4.

Lauf Probe Herkunft Einwaage | Temperatur-
Nr. [mg] programm

1 AbiA-Isomere | Bser Grl, Frkt. 4C 5,00 1

2 AbiA-Isomere | Bser Grl, Frkt. 4C 5,00 1

3 AbiA-Isomere | Bser Grl, Frkt. 4C 5,00 2

4 DhAbiA Bser Grl, Kristalle aus Frkt. 3B 2,12 2

5 AbiA-Isomere | Kolophonium, Frkt. 2C 5,06 2

6 DhADbiA Kolophonium, Frkt. 3B 5,21 2

7 AbiA techn. |[Acros] 5,29 2
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4.5.2.5 Darstellung von DhAbiA 38 aus technischer AbiA 39 mittels Pd/H

5,10 g technische Abietinsdure 39 (17 mmol) werden mit 110 mg Palladium auf Aktivkohle
(10 % m/m) vermischt und in einen 50 ml-Dreihalskolben mit Riickflusskiihler gefiillt; die
Apparatur wird zweimal evakuiert, mit Stickstoff geflutet und schlieflich auf 275+5 °C
erhitzt. Nach beendeter Reaktion (DC-Kontrolle) wird die erkaltete Reaktionsmischung in
Aceton gelost, tiber Celite abfiltriert und iiber FC gereinigt (1: Pentan:Et,O 50:1 bis reiner
Diethylether auf Kieselgel, jeweils mit 1 % HOAc; 2: MeOH:Wasser 9:1 bis reines Methanol
auf RP-Kieselgel). Es werden 304,1 mg Dehydroabietinsidure 38 als weiles Pulver erhalten
(7 % bezogen auf 5,10 g 85%ige Abietinsdure). Umkristallisation aus heilem MeOH/H,O
ergibt 143 mg Dehydroabietinsdure 38 in klaren, farblosen Pléttchen von teils dreieckiger,
teils ldnglicher Form mit feinen Abstufungen.

DC: R = 0,59 (SiO,, DCM:MeOH 15:1); 0,70 (SiO,, Et,O:Pentan 2:1 + 1 % HOACc);
0,51 (RP-SiO,, MeCN); 0,02 (RP-SiO,, MeCN:Wasser 50:50); 0,29 (RP-SiO,, Metha-
nol:Wasser 9:1); 0,44 (Si0,, Pentan:Et,0 2:1 + 1 % HOACc).

HPLC: R;=24,0 min (Gradient 1), 6,21 min (Gradient 2), 7,39 min (Gradient 3), 6,48 min
(Gradient 4), 5,23 min (Gradient 5), 4,35 min (Gradient 6), 4,26 min (Gradient 7), 9,85 min
(Gradient 9), 9,62 min (Gradient 10), 4,05 min (alle bei 1,2 ml x min”' MeCN + 0,1 % TFA),
7,40 min (1,2 ml x min” MeCN 78:22), 6,54 min (1,2 ml x min”’ MeCN:0,1 % TFA 80:20),
4,40 min (1,2 ml x min™! MeCN:0,1 % TFA 90:10), 3,75 min (1,2 ml x min’ MeCN:0,1 %
TFA 95:5), 3,61 min (1,2 ml x min™ MeCN:0,1 % TFA 99:1), 6,76 min (1,2 ml x min™
MeOH:0,1 % TFA 90:10), alle auf System 3 (,,System Beckman, analytisch®); 7,25 min
(Gradient 23); 10,94 min (Gradient 22) (beide Werte auf System 1, ,,System Varian, ana-
lytisch®); alle Werte mit Saphir 110 C18 als stationdre Phase; 7,23 min (Gradient 21 auf
System 1, ,,System Varian, analytisch®, mit monolithischer stationédrer Phase).

"H-NMR (500.13 MHz, CDCl3): 6 =7.17 (d, J= 8.2 Hz, 1H, H-11); 7.01 (dd, J= 8.5 Hz, 1H,
2.1 Hz, 1H, H-12); 6.89 (d, J=1.6 Hz, 1H, H-14); 2.98-2.89 (m, 2H, H-7a, H7pB); 2.83
(Septett, J= 6.9 Hz, H-15); 2.31 (dbt, J=12.6 Hz, 2.8 Hz, 1H, H-1pB); 2.25 (dt, J=12.3 Hz,
2.3 Hz, 1H, H-5); 1.89-1.70 (m, 5H, H-2a, H-23, H-3a, H-3B, H-6p); 1.57-1.48 (m, 2H,
H-1a, H-6a); 1.28 (s, 3H, H-19); 1.23 (s, 3H, H-16 oder H-17); 1.22 (s, 3H, H-16 oder H-17);
1.22 (s, 3H, H-20) ppm.

BC-NMR (62.9 MHz, CDCl;): & = 185.1 (C-18, >C<); 146.8 (C-9, >C<); 145.7 (C-13, >C<);
134.7 (C-8, >C<); 126.9 (C-14, Aryl-CH); 124.1 (C-11, Aryl-CH); 123.9 (C-12, Aryl-CH);
474 (C-4, >C<); 44.6 (>CH-, C-5); 37.9 (C-1, -CH»-); 36.9 (C-10, >C<); 36.8 (C-3, -CH»-);
33.5 (C-15,>CH-); 30.0 (C-7, -CHz-); 25.1 (C-20, -CHs); 24.0 (C-16, C-17, -CH3); 21.8 (C-6,
-CH-); 18.5 (C-2, -CHy-); 16.2 (C-19, -CHj3) ppm (siche auch Tabelle mit NMR-
Verschiebungen in Kap. 3.2.1, S. 60).

IR: v =3222 (w), 3005, 2799, 2694 (alle s, Aryl-H), 2606 (m), 2427 (w), 2360 (w), 2341 (w),
2270 (w), 2226 (w), 2089 (w), 1962 (s, Aryl-H), 1924 (m), 1780 (w), 1726 (m, C=0), 1653
(w), 1559 (w), 1484 (s, Aryl-C), 1468 (s), 1452 (s), 1369, 1352 (beide s, iso-Propyl), 1300 (m,
C-0), 1184 (s), 1122 (s), 1041 (s), 935 (m), 846 (m), 739 (w), 704 (W), 668 (w) cm’.
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UV: Maxima (gemessen am DAD der HPLC-Anlage, mobile Phase: 1,2 ml x min" 90 %
MeOH:Wasser): 219 nm (100 %), 271 nm (10 %)

MS (EI): m/z (%) = 300 (29, M"); 285 (100, [M-CH3]"); 239 (80); 197 (28); 141 (15);
129 (11); 117 (10); 43 (13).

HRMS (EI): ber.: 300,20892 (Cy0H250,); gef. 300,20975.

Schmelzpunkt: 164-168 °C (Methanol/Wasser), Lit.: 180 °C (Ethanol),”>*! 172 °C (Etha-

nol/Wasser).*>*

[a]}) =+49,1 (2,06; CHCl3), Lit.: +69 (0. Konzentrationsangabe; CHCl5);"%! +59,6 (5,64;
CHCl) bei 578 nm;**% +57,3 (1,04; CHCl3)*",

4.5.2.6 Quantifizierung von DhAbiA 38 mittels HPLC

Die Quantifizierung erfolgt mit dem HPLC-System 1 mit ,,Saphir“-Material als stationédrer
Phase bei einer Wellenlénge von A =210 nm und dem Gradienten 23. Die Kalibriergerade
wurde ausgehend von einer Stammldsung (SL) von 1,50 mg x mI”" DhADbiA 38 in Methanol
gemal} Tab. 24 erstellt; die Messergebnisse sind in Tab. 25 zusammengefasst.

Tab. 24: Pipettierschema fiir die Quantifizierung von DhAbiA 38 mittels HPLC.

c¢(DhAbiA) |Verdiinnungsfaktor| V(SL) | V(MeOH)

[mg x ml'l] gegeniiber SL [ul] [ul]
0,15 10,0 100 900
0,30 5,00 200 800
0,60 1,67 400 600
0,90 1,25 600 400
1,20 0,80 800 200
1,50 1,00 1.000 0

Tab. 25: Messwerte bei der Quantifizierung von DhAbiA 38 mittels HPLC.

Probe Anzahl der Peakfliche A Rel. Standard- Berechnete
[mg x ml] Messungen (Mittelwert) abweichung [%] Konzentration
[mg x ml’]
SL 0,15 mg x ml™ 4 1.520.506 4,0 —
SL 0,30 mg x ml” 3 2.367.434 3,4 -
SL 0,60 mg x ml” 3 3.666.387 53 —
SL 0,90 mg x ml™ 3 4.638.785 0,7 —
SL 1,20 mg x ml™ 3 5.294.366 4.4 -
1-1
6,0 mg x ml"™ 3 3.381.821 33 0,60
RS aus Kolophonium
20,0 mg x ml”'
3 3.634.110 7,1 0,67
RS aus Probe 1 (Bser Grl)

Die Kalibriergerade (s. Abb. 39, S. 69) folgt der Gleichung A =3.589.665 ¢ + 1.236.006
und verlduft {iber den gesamten Bereich linear (R = 0,9878, R’= 0,9758).
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453 Isolierung der Saurefraktion aus dem Weihrauchharz mittels Ionenaustauscher

4.5.3.1 Bestimmung der Kapazitit des lonenaustauschers IRA-900

Die Kapazititsbestimmung des lonenaustauschers erfolgt in Variation einer Vorschrift von

Kunin>®

] fiir Kationentauscher: Etwa 500 mg Austauscherharz (OH-Form, trocken) werden
exakt eingewogen, mit Methanol:Wasser (10 %, v/v) versetzt und mittels Vakuum entgast.
Etwa das Doppelte der berechneten Menge HCIl oder Essigsdure wird exakt zugegeben und
nach 10-15 min mit Natronlauge gegen Kongorot bzw. Phenolphtalein titriert. Die Kapazitit

des lonenaustauschers ergibt die in Tab. 26 gezeigten Werte gemél der Gleichung

(m(HCI) - c(HCI)) - (m(NaOH) - ¢(NaOH))

mmol- g™
Einwaage

Kapazitdt=

Tab. 26: Kapazititsbestimmung des Ionenaustauschers IRA-900. *: Bestimmung erfolgt unter Zusatz
von 1,5 ml ges. NaCl-Losung.

Ansatz Vel':wendete Einwaage [g] Kapamtjlt Durchschnitt
Séiure [mmeol x g™

1* Essigséure 0,5665 3,36

2 Essigséure 0,5029 3,50 337

3* Essigsiure 0,5096 3,38 ’

4 Essigséure 0,5644 3,38

5* HCl 0,5410 3,31

6* HCI 0,5444 3,24 330

7 HCl 0,5819 3,34 ’

8 HCl 0,4860 3,31

4.5.3.2 Adsorption von Harzsduren an vakuumgetrockneten Ionenaustauscher IRA-900

Etwa 250 mg der Sdurefraktion aus B. serrata (Probe 1, Bser Grl) werden exakt eingewogen
und mit etwa der doppelten berechneten, exakt eingewogenen Menge IRA-900 (OH-Form,
vakuumgetrocknet) versetzt. Die Mischung wird mit ca. 10 ml Losungsmittel (Dichlormethan,
Diethylether oder Methanol) versetzt und geriihrt. Zu Reaktionsbeginn und nach 15, 30, 60,
120, 180 min, 20 hund 36 h wird die Losung mittels DC auf Harzsduren tiiberpriift (SiO»;
Pentan:Et,0 2:1 + 1 % HOAc). Wenn keine Anderung der Adsorption mehr zu beobachten
ist, wird der Ionenaustauscher abfiltriert und durch Spiilen mit dem Losungsmittel von nicht
adsorbierten Sduren befreit. Anschlieend werden die adsorbierten Sduren mit Essigsdure
(1 % im verwendeten Losungsmittel) vom lonenaustauscher gewaschen.

4.5.3.3 Reinigung des Ionenaustauschers IRA-900 fiir die Verwendung in nichtwéssrigen
Losungsmitteln (Standardvorschrift fiir groBe Ansitze)

100 g Austauscherharz Amberlite IRA-900 (trockene Cl-Lagerform, ca. 200 ml(= BV))
werden in Wasser angeschlimmt und in eine Glassdule (5 cm ID, mit Glasfritte und Teflon-
hahn) gefiillt. Die Konditionierung des Austauschers erfolgt mit 2 1 Natronlauge (5 % m/m);
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die Tropfgeschwindigkeit bei diesem und den folgenden Elutionen betrigt ca. 2-4 Tr. x s™.
Bei Verwendung eines nicht mit Wasser mischbaren Losungsmittels wird an dieser Stelle mit
400 ml (2 BV) Methanol gespiilt; bei anderen Losungsmitteln wird dieser Zwischenschritt
iibersprungen.

Nach Neutralspiilen mit Wasser (ca. 800 ml, 4 BV) und 400 ml (2 BV) Losungsmittel wird
mit je 1 1 (5 BV) Losungsmittel und Diethylether gespiilt (= Simulation von Probenaufgabe
und Elution der nichtsauren Komponenten); es folgt die Elution mit 1,5 1 (7,5 BV) 10 %
HOACc (v/v) im verwendeten Losungsmittel. Bei nicht mit Wasser mischbaren Losungsmitteln
wird an dieser Stelle mit 400 ml (2 BV) MeOH gespiilt; bei anderen Losungsmitteln wird
dieser Zwischenschritt iibersprungen.

Die Regenerierung erfolgt durch Neutralspiilen mit Wasser (ca. 800 ml, 4 BV), 2,0 1 Kalilau-
ge (5 % m/m, 10 BV) und erneutem Neutralspiilen mit Wasser (ca. 800 ml, 4 BV).

4.5.3.4 Reinigung des Ionenaustauschers IRA-900 fiir die Verwendung in nichtwéssrigen
Losungsmitteln (Standardvorschrift fiir kleine Ansétze)

Ca. 10 g Amberlite IRA-900 in der OH-Form (unter Wasser gelagert und bereits mit einem
Zyklus gemiB Vorschrift unter Punkt. 4.5.3.3 gereinigt) mit etwa 20 ml Volumen (BV)
werden im Losungsmittel angeschlammt und in eine Glassdule (2 cm ID mit Glasfritte und
Hahn) gefiillt. Die Konditionierung erfolgt mit 40 ml (2 BV) Losungsmittel; vorab wird (nur
bei nicht mit Wasser mischbaren Losungsmitteln) mit 80 ml (4 BV) Methanol gespiilt. Wenn
das Eluat triib oder gefarbt ist, wird solange mit demselben Losungsmittel eluiert, bis das
Eluat klar und farblos ist.

Es wird mit 200 ml Losungsmittel (10 BV) gespiilt (= Simulation von Probenaufgabe und
Elution neutraler Komponenten). AnschlieBend wird mit 160 ml (8 BV) 10 % HOAc (v/v) im
verwendeten Losungsmittel gespiilt (= Simulation der Elution von Sauren). Es wird solange
eluiert, bis eine eventuelle Triilbung und/oder Farbung vollstindig verschwunden ist. Die
Regenerierung erfolgt durch Neutralspiilen mit Wasser (80 ml, 4 BV; bei nicht wassermisch-
baren Losungsmitteln wird zuvor mit 80 ml (4 BV) Methanol gespiilt), 200 ml (10 BV)
5 %iger Kalilauge und erneutes Neutralspiilen mit Wasser (ca. 80 ml, 4 BV).

4.5.3.5 Adsorption von Harzsduren an feuchten Ionenaustauscher IRA-900 (batch-Versuche
mit vorbehandeltem IE)

Vorschrift fiir Methanol: 1 ml (= BV, entspr. ca. 500 mg) des nach Punkt 4.5.3.4 vorbereiteten
Austauscherharzes IRA-900 wird in eine 5 ml-Spritze (Becton Dickinson Discardit II) mit
Teflonfilter vor dem Auslass gefiillt und portionsweise mit insgesamt ca. 4 ml (4 BV)
Losungsmittel konditioniert, indem das Losungsmittel durch die Kaniile aufgezogen und zur
Trockne abgelassen wird. Bei nicht wassermischbaren Losungsmitteln wird zuvor auf die
gleiche Weise mit ca. 4 ml (4 BV) Methanol gespiilt. Der suspendierte lonenaustauscher wird
leicht geschwenkt, sodass moglichst alle Gasblasen verschwinden, und das Losungsmittel bei
senkrechter Stellung der Spritze bis zur Oberkante des Austauscherharzes abgelassen.
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Etwa 125 mg der Saurefraktion von B. sacra (Probe 3, Bsac OmlI) werden exakt eingewogen,
in moglichst wenig Losungsmittel geldst und auf die Spritze mit dem Ionenaustauscher
aufgezogen. Das Gefal}, in dem die Losung hergestellt wurde, wird zweimal mit demselben
Volumen Losungsmittel nachgespiilt und ebenfalls auf die Spritze aufgezogen. Das Gesamt-
volumen in der Spritze (Austauscherharz und Sdure-Losung) sollte 4 ml nicht {iberschreiten.
Die Spritze wird den vorgesehenen Zeitraum in beinahe waagerechter Stellung (Kaniile leicht
nach oben gerichtet) auf der Rithrmaschine geschwenkt.

Nach Ende der vorbestimmten Adsorptionszeit wird das Losungsmittel mit den nicht adsor-
bierten Sduren (NA) in einen gewogenen Kolben iiberfiihrt und der IE mit 5 x 4 ml Losungs-
mittel gespiilt, d. h. das Losungsmittel auf die Spritze aufgezogen, die Spritze ca. 20 s leicht
geschwenkt und dann das Losungsmittel bei senkrechter Haltung des Spritze in ca. 10 s durch
den abgesetzten [onenaustauscher eluiert. Die gemeinsamen Eluate werden am Rotationsver-
dampfer vom Losungsmittel befreit. Die adsorbierten Sduren werden mit 8 x 2 ml (2 BV)
10 % HOAc im verwendeten Losungsmittel eluiert und ebenfalls ausgewogen.

4.5.3.6 Isolierung der Harzséuren aus Harzprobe 1 (Bser Grl) mittels IRA-900 im Routine-
betrieb (Ethanol/Et,O als Losungsmittel)

100 g Amberlite IRA-900 (= BV, ca. 200 ml, Cl-Form, feucht) werden in einer Glassiule
(2,5 cm ID mit Glasfritte und Hahn) mit 2 1 (10 BV) 5 %iger Kalilauge (m/m) in die OH-
Form iiberfiihrt, mit 1,51 (7,5 BV) Wasser neutral gewaschen und mit 0,5 1 (2,5 BV) Ethanol
konditioniert.

100 g des Extraktes von Harzprobe 1 (Bser Grl) werden in einer Mischung von Diethylether
und Ethanol (ca. 1:1 v/v) zweimal aufgegeben und das Eluat jeweils auf Harzsduren gepriift.
Die Elution von Neutralkomponenten erfolgt mit je 1 1 (5 BV) Ethanol und Diethylether. Die
Sduren werden mit 1,5 1 (7,5 BV) Essigsdure in Diethylether (10 % v/v) eluiert. Der Ionenaus-
tauscher wird mit 0,251 (1,25 BV) Methanol und 2 1 (10 BV) 5 %iger Kalilauge regeneriert
und mit Wasser neutralgewaschen. Nach Entfernen des Losungsmittels unter Vakuum werden
24,78 g Saurefraktion und 18,06 g Neutralbestandteile erhalten.

4.5.3.7 Isolierung der Harzsduren aus dem Weihrauchextrakt mittels IRA-900 im Routinebe-
trieb (Methanol als Losungsmittel)

100 g Amberlite IRA-900 (OH-Form in Wasser, bereits fiir mehrere Zyklen geméil der
Vorschrift unter Punkt 4.5.3.6 (S. 125) verwendet) mit einem Volumen (BV) von 200 ml
werden in einer Glassdule (2,5 cm ID) mit je 0,2 1 MeOH und MeOH:Et,0 1:1 bei 6 BV x h!
konditioniert.

48,42 g getrockneter etherischer Extrakt von B. sacra (Probe 3, Bsac Om1) werden in 100 ml
Et,0:MeOH (3:1 v/v) gelost und auf den Ionenaustauscher gegeben; die Probenaufgabe
erfolgt bei 3-4 BV x h™'. Neutralkomponenten werden mit 0,4 1 MeOH:Et,O 1:1 und 600 ml
Et,0O (aufgeteilt in eine 200 ml- und eine 400 ml-Fraktion) vom Harz gespiilt; die Ausbeute
betragt 30,79 g (63,6 %). Die Elution der Sduren erfolgt mit 3 x 400 ml 10 % HOAc in
Diethylether (jeweils 6 BV x h'l). Der Ionenaustauscher wird mit 0,4 1 MeOH, 0,5 1 Natron-



126 4 Experimenteller Teil

lauge (5 % m/m) und Neutralspiilen mit 0,71 Wasser regeneriert. Nach Abrotieren des
Losungsmittels werden 16,83 g (34,5 %) Harzsduren erhalten; die Summe von Neutral- und
sauren Bestandteilen betrigt 47,62 g (98,3 %). Dauer des gesamten Zyklus: 3,5-4 h.

4.5.3.8 Isolierung der Harzsduren aus dem Weihrauchextrakt mittels IRA-900 unter maxima-
ler Ausnutzung der Kapazitit (MeOH/Et,0 als Losungsmittel)

100 g Amberlite IRA-900 (OH-Form in Wasser, bereits fiir mehrere Zyklen gem. Kap. 4.5.3.6
verwendet) mit einem Volumen (BV) von 200 ml werden in einer Glassédule (2,5 cm ID) mit
600 ml (3 BV) Methanol mit einem Fluss von 4 BV x h™' (ca. 2-4 Tr. x ') konditioniert.
102,15 g getrockneter etherischer Extrakt von B. sacra (Probe 3, Bsac Oml) werden in
ca. 900 ml MeOH:Et,0 (ca. 1:1) geldst und aufgegeben (4 BV x h'); Reste der Probe werden
mit ca. 100 ml MeOH:Et,O (ca. 1:1) nachgespiilt. Die Elution nicht-saurer Bestandteile
erfolgt mit 1,0 I MeOH:Et,O (1:1 v/v; wird in zwei gleichgro3e Fraktionen aufgetrennt) und
1,01 Et,O (wird in zwei gleichgroBe Fraktionen aufgetrennt) bei jeweils 5 BV x h™'. Es
werden 66,89 g (65,5 %) nichtadsorbierte Bestandteile (NA) erhalten. Die Sduren werden mit
1,0 1 Essigsdure in Diethylether (10 % v/v) eluiert (5 BV x h™); die Vollstindigkeit wird durch
gravimetrische Bestimmung eines weiteren 500 ml-Eluats iiberpriift.

Der lonenaustauscher wird bei 8 BV x h™ nacheinander mit 100 ml Et,O, 400 ml Methanol,
100 ml Wasser und 1,5 1 Natronlauge (5 % m/m in Wasser) regeneriert und mit 1 1 Wasser
neutral gespiilt. Dauer des gesamten Zyklus: 7-8 h. Nach Entfernen des Losungsmittels unter
Vakuum werden 33,44 g (32,7 %) Harzsduren erhalten. Summe von Nichtadsorbiertem und
Adsorbiertem betrigt 98,2 %.

4.5.3.9 Isolierung der Sdurefraktion aus Weihrauchextrakt mit unbekanntem Sduregehalt
mittels IRA-900 (EtOH/Et,0 als Losungsmittel)

100 g Amberlite IRA-900 (Cl-Form, feucht) werden in einer Glassdule (2,5 cm ID) mit 2 1
Kalilauge (5 % m/m) in die OH-Form iiberfiihrt, mit 1,5 1 Wasser neutral gewaschen und mit
0,5 1 Ethanol konditioniert.

Der Weihrauchharz-Rohextrakt (max. 132 mmol Harzsduren entsprechend 35,2 g Harzséuren
mit M; ~ 400 gmol) wird in einer Mischung von Diethylether und Ethanol (ca. 4:1-1:1 v/v)
solange aufgetragen, bis im Eluat keine Sduren mehr nachweisbar sind (Uhrglasprobe, evtl.
nach Extraktion des Eluats mit 1 N Kalilauge). Die Elution von Neutralbestandteilen erfolgt
mit Ethanol und Diethylether jeweils solange, bis keine Verbindungen mehr vom lonenaus-
tauscher eluiert werden (Uhrglasprobe). Die Sduren werden mit Essigsdure in Diethylether
(10 % v/v) eluiert, die Vollstindigkeit der Elution wird mit der Uhrglasprobe iiberpriift. Nach
vollstindiger Elution der Sdurebestandteile wird der lonenaustauscher mit 0,25 1 Methanol
und 2,0 I 5 %iger Kalilauge regeneriert.
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4.5.3.10 Isolierung der Harzsduren aus dem Weihrauchextrakt mittels IRA-900 unter maxima-
ler Ausnutzung der Kapazitit (EtOH/Et,O als Losungsmittel)

100 g Amberlite IRA-900 (Cl-Form, feucht) werden in einer Glassdule (2,5 cm ID) mit 2 1
5 %iger Kalilauge (m/m) in die OH-Form tiberfiihrt, mit 1,5 I Wasser neutral gespiilt und mit
0,5 1 Ethanol konditioniert. Der Diethylether-Extrakt aus der Soxhlet-Extraktion (80 g in
200 ml Ethanol) wird aufgegeben und nach vollstindiger Probenaufgabe iibernacht stehen
gelassen; am folgenden Tag wird das Eluat noch viermal erneut aufgegeben, um die Adsorp-
tion der Sduren zu maximieren. Die Elution nicht-saurer Bestandteile erfolgt nacheinander mit
31 Ethanol, 0,751 Diethylether und erneut 0,51 Ethanol (zum Rekonditionieren fiir die
Elution der Séuren). Die Sauren werden mit 1,5 1 10 %iger Essigsdure in Diethylether eluiert.
Die Vollstandigkeit der Elution wird durch zusétzliche Elution mit weiteren 0,5 | Essigsdure
in Diethylether iiberpriift: Nach Abrotieren des Losungsmittels sind keine Sduren vorhanden.
Der lonenaustauscher wird durch Spiilen mit 0,251 Methanol, 21 5 %iger Kalilauge und
Neutralspiilen mit Wasser regeneriert. Nach Entfernung des Losungsmittels unter Vakuum
werden 42,75 g Saurefraktion erhalten.

454 Isolierung und Partialsynthese von Boswelliasduren und deren Derivaten

4.5.4.1 Isolierung von 3-OH-LupA 28, a-BA 3 und B-BA 1 aus der deacetylierten Siure-
fraktion von B. sacra (Probe 3, Bsac Om1)

Die genannten Verbindungen werden mittels praparativer HPLC aus der deacetylierten und
per FC vorgereinigten Sdurefraktion aus dem Harz von B. sacra (Probe 3, Bsac Om1) isoliert.

3a-Hydroxy-lup-20(29)ensiure (3-OH-LupA) 28: Die Verbindung wurde nach der Stan-
dardvorschrift acetyliert (Kap. 4.5.4.2) und das durch Kristallisation aus Methanol gereinigte
3-Acetyl-Derivat 3 -Ac-LupA 29 mit den Literaturangaben®” *! verglichen.

DC: auf keinem DC-System von a-BA 3 und -BA 1 zu trennen, R~Werte siehe dort.

HPLC: R, = 6,76 min (1,2 ml x min"' Methanol:0,1 % TFA 99:1, System 3, ,,Beckman,
analytisch® mit Saphir 110 C18 als stationére Phase).

1H-NMR (CDCls, 500.13 MHz) und “C-NMR (CDCls, 90,56 MHz) und Vergleich mit
Literaturwerten: siche Tab. 27 auf S. 128

UV: Absorptionsmaximum bei 210 nm.

MS (EI) (70 eV, 230 °C): m/z = 498 (100, M"), 483 (25, [M-CH;]"), 455 (7), 438 (20),
423 (14), 388 (19), 327 (15), 306 (11), 280 (22), 246 (27), 236 (20), 218 (97), 203 (48),
189 (53), 175 (46), 162 (36), 147 (49), 133 (47), 121 (92), 109 (87), 95 (80), 82 (62), 69 (36),
55 (35), 40 (28).

HRMS: berechnet: 498,37091 fiir Cs5,Hs004; gefunden: 498,37091
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Tab. 27: Vergleich der "*C- und "H-NMR-Verschiebungen von 3-Ac-LupA 29 mit Literaturangaben.”®

BC-NMR-Verschiebungen

"H-NMR-Verschiebungen

Atom - -
Belsner et al.” | Eigene Daten | Belsner et al.”® Eigene Daten
1 34.41 34.42 1.07; 1.48 1.05;1.52-1.47 (3H,m)
2 23.72 23.73 2.10;1.58 2.09;1.60
3 73.48 73.35 5.25 527 (1H,t,J=2.7Hz)
4 46.70 46.77 - -
5 50.48 50.54 1.37 1.40-1.36
6 19.53 19.54 1.84;1.62 1.87-1.81;1.67-1.66
7 34.08 34.12 ~1.40 1.40-1.36
8 40.81 40.86 - -
9 49.68 49.74 1.31 1.36-1.24
10 37.66 37.70 - -
11 21.08 21.12 1.42;1.21 ~1.43;~1.21
12 25.19 25.24 1.06; 1.68 ~1.06 ; ~1.68
13 38.02 38.07 1.64 1.67-1.65
14 42.92 42.95 - -
15 27.43 27.47 1.66 1.67-1.65
16 35.56 35.59 1.36; 1.46 1-36-1.24 ; 1.52-1.47
17 43.03 43.04 - -
18 48.25 48.30 1.36 1.36-1.24
19 47.95 47.97 2.36 2.38 (1H, m)
20 150.92 150.9 - -
21 29.85 29.89 1.90; 1.31 2.00-1.81; 1.36-1.24
22 39.98 40.00 1.37;1.17 1.40-1.36; 1.19
23 23.67 23.66 1.18 1.21
24 181.26 181.7 - -
25 13.41 13.42 0.76 0.79
26 15.98 15.92 1.04 ~1.06
27 14.64 14.66 0.97 0.98
28 18.01 18.03 0.78 0.80
29 109.33 109.3 4.55 (e) 4.57 (e),J=1.8 Hz
4.67 (z) 4.69 (z), J=2.5Hz
30 19.30 19.32 1.65 -
31 170.4 170.3 - -
32 21.36 21.31 2.07 2.09 (3H, s)

o-Boswelliasdure 3:

DC: auf keinem DC-System von B-BA zu trennen, R-Werte s. dort

HPLC: R; = 11,78 min (1,5 ml x min’! MeOH:0,1 % TFA 95:5; System 3, ,,Beckman
analytisch®), 31,00 min (12,0 ml x min’’ Methanol:0,1 % TFA 95:5; System 2, ,,Varian
préparativ analytisch®), alle Werte mit Saphir 110 C18 als stationédre Phase.
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"H-NMR (CDCls, 500.13 MHz): § = 5.19 (t, J=3.2 Hz, 1H, H-12), 4.08 (t, J=2,7 Hz,
1H, H-3), 2.21 (tm, J = 14.6 Hz, 1H, H-2B), 2.02-1.93 (m, 2H, H-160, H-18), 1.89-1.87 (m,
2H, H-110, H-11p), 1.85-1.73 (m, 2H, H-6B, H-15B), 1.71-1.62 (m, 3H, H-60,, H-19p, H-9),
1.58 (dm, J = 14.8 Hz, 1H, H-2a), 1.54-1.44 (m, 3H, H-70, H-5, H-1p), 1.44-1.42 (m, 1H,
H-22a), 1.40-1.38 (m, 1H, H-7p), 1.35 (m, 3H, H-23), 1.33-1.25 (m, 2H, H-1a, H-22p), 1.21
(dt, J=13.4 Hz, 3.2 Hz, 1H, H-21a), 1.15 (s, 3H, H-27), 1.12-1.07 (m, 1H, H-21p), 1.03-0.96
(m, 5H, H-190, H 150, H-26), 0.88-0.86 (m, 9H, H-25, H-29, H-30), 0.83 (s, 3H, H-28),
0.82-0.78 (m, 1H, H-16p) ppm.

BC-NMR (CDCls, 90.56 MHz): & = 183,1 (C-24, COOH), 145,2 (C-13, 1x>C=C<), 121,8
(C-12, y>C=C<), 70,79 (C-3, no>CH-), 49,16 (C-5, >CH-), 47,45 (C-4, >C<coon), 47,36
(C-18, >CH-), 46,82 (C-9C-19, CHCH2), 41,95 (C-14, >C<), 39,87 (C-8, >C<), 37,61 (C-10,
>(C<), 37,16 (C-22, -CH,-), 34,76 (C-21, -CH,-), 33,66 (C-1, -CH,-), 33,32 (C-29, -CH3),
32,82 (C-7, -CH,-), 32,54 (C-17, >C<), 31,08 (C-20, >C<), 28,43 (C-28, -CH3), 27,00 (C-16,
-CH»-), 26,22 (C-2, -CHy-), 26,08 (C-15, -CH,-), 25,95 (C-27, -CH3), 24,14 (C-23, -CH3),
23,68 (C-30, -CH3), 23,57 (C-11, -CHs-), 19,75 (C-6, -CHa-), 16,78 (C-26, -CH3), 13,10
(C-25, -CH3) ppm.

IR: v=2970 (s), 2949 (s), 2924 (s), 2874 (s), 2853 (s), 1702 (s), 1696 (s), 1682 (s),
1674 (m), 1657 (m), 1644 (m), 1633 (m), 1362 (m), 1454 (m), 1380 (m), 1362 (m), 1246 (m),
1234 (m), 1216 (m) cm™.

UV: Absorptionsmaximum bei 210 nm.

MS (EI) (70 eV, 175 °C): m/z =456 (9, M"), 441 (3, [M-CH3]"), 238 (16, [RDA II]"), 218
(100, [RDA 171, 203 (28, [RDA II-CH;]"), 189 (9, [RDA II-C,Hs]"), 133 (8, [203-CsH,o] "),
95 (10), 40 (15).

HRMS (EI): berechnet: 456,36035 fiir C3oHs303; gefunden: 456,36022.

[} = 62,0 (0,57; CHCly), Lit.: +80 (0,80; CHCl3)""".

B-Boswelliasdure 1 siche unter Punkt 4.5.4.15 (S. 137).

4.5.4.2 Acetylierung von a-BA 3 zu a-ABA 4

51,0 mg a-BA 3 (112 pmol) werden in einem 4 ml-Schraubdeckelglas in 500 ul DCM gelost,
nacheinander mit 30,0 pl abs. Pyridin (29,34 mg, 371 pmol; 3,7 Aq.), 20,0 pl Acetanhydrid
(21,64 mg, 212 pmol, 2,1 Aq.) und 2,0 mg DMAP (16,4 pmol; 0,16 Aq.) versetzt und im ver-
schlossenen Schraubdeckelglas bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionsverfolgung erfolgt
per DC nach 1, 2, 3 und 4 h auf Kieselgel (Pentan:Et,O 2:1 + 1 % HOAc) und RP-Kieselgel
(MeOH). Nach 3 h ist noch keine vollstindige Umsetzung zu beobachten; es werden weitere
20 ul Acetanhydrid (21,64 mg, 212 umol; 2,1 Aq.) und 2 mg DMAP (16,4 umol; 0,16 Aq.)
zugesetzt. Nach 4,5 h wird aufgearbeitet: Die Reaktionsmischung wird mit ca. 2 ml DCM
verdiinnt, im Scheidetrichter mit ca. 5 Volumina kalter verdiinnter HCI1 ausgeschiittelt und die
wassrige Phase mit 3 x 5 ml DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden
tiber MgSO, getrocknet (10 min), abfiltriert und am Vakuum vom Ldsungsmittel befreit.
Rohausbeute: 56,9 mg. Nach Flash-Chromatographie an Kieselgel (Pentan:Et,;O 2:1 + 1 %
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HOAc; 1,5 cm-Sdule, 20 ml (2 SV) Vorlauf, 1 ml-Fraktionen) werden 48,2 mg a-ABA 4
erhalten (96,6 umol, 86,3 % d. Th. auf a-ABA 4 bezogen).

DC: Auf keinem DC-System von (B-ABA 2 und 3-Ac-LupA 29 zu trennen, Re-Werte
s. dort.

HPLC: R; = 7,87 min (1,2 ml x min’! MeOH:0,1 % TFA 99:1, System 3, “System Beck-
man analytisch”), 36,84 min (12,0 ml x min”' MeOH + 0,1 % TFA, System 2, “System Varian
préparativ”), alle mit Saphir 110 C18 als stationére Phase.

"H-NMR (CDCls, 500.13 MHz): = 5.29 (t, J=2.5 Hz, 1H, H-3), 5.20 (t, J=3.4 Hz, 1H,
H-12), 2.13 (bt, J=3.0 Hz, 1H, H-2p), 2.09 (s, 3H, H-32), 2.00-1.93 (m, 2H, H-160a, H-18),
1.89-1.87 (m, 2H, H-11a, H-11p), 1.85-1.75 (m, 2H, H-63, H-15a), 1.73-1.68 (m, 2H, Ho6a,
H19B), 1.65-1.61 (m, 2H, H-9, H-2a), 1.55-1.30 (m, 6H, H-73,H-1B, H-5, H-22a, H-7a,
H-21B), 1.25-1.23 (m, 4H, H-22p, H-23), 1.21-1.17 (m, 4H, H-27, H-1a), 1.10 (m, 1H,
H-21a), 1.06-0.99 (m, SH, H-26, H-168, H-158), 0.89-0.87 (m, 9H, H-25, H-29 + H-30), 0.83
(bs, 3H, H-28) ppm.

BC-NMR (CDCl, 90.56 MHz): & = 182.1 (C-24, COOH), 170.3 (C-31, >C<), 145.0 (C-13,
>C=C<), 121.8 (C-12, i>C=C<), 73.27 (C-3, no>CH-), 50.62 (C-5, >CH-), 47.38 (C-18,
>CH-), 46.90 (C-19, -CH;-), 46.82 (C-9, >CH-), 46.68 (C-4, >C<coon), 41.94 (C-14, >(C<),
39.84 (C-8, >C<), 37.47 (C-10, >C<), 37.14 (C-22, -CH;-), 34.76 (C-21, -CH;-), 34.32 (C-1,
-CH,-), 33.31 (C-29, -CH3), 32.78 (C-7, -CH»-), 32.54 (C-17, >C<), 31.07 (C-20, >C<), 28.43
(C-28, -CHj3), 27.02 (C-16, -CHy-), 26.12 (C-15, -CHy-), 25.93 (C-27, -CHs3), 23.68 (C-23
+ C-30, -CH3), 23.58 (C-11 + C-2, -CH»-), 21.27 (C-32, -CHs), 19.64 (C-6, -CH3), 16.78 (C-26,
-CH3), 13.10 (C-25, -CH3) ppm.

IR: v=2971 (s), 2948 (s), 2924 (s), 1742 (s), 1732 (s), 1716 (m), 1696 (s), 1694 (s),
1462 (m), 1454 (m), 1379 (bm), 1244 (bm), 1025 (m) cm™".

UV: Absorptionsmaximum bei 210 nm.

EI-MS (70 eV, 50-200 °C): m/z =498 (6,96, M"), 483 (1,90, [M-CH3]"), 280 (2,53,
RDAT), 218 (100, [RDA II]"), 203 (28,5, [RDA II-CH3]"), 189 (8,23, [RDA II-C,H;s]"),
175 (6,33), 161 (4,43), 147 (3,80), 40 (10,8).

HRMS: berechnet: 498,37091 fiir Cs,Hs00s; gefunden: 498,37051

[]}) =101,9 (0,92, CHCly).

4.5.4.3 Acetylierung der Saurefraktion aus dem Weihrauch

5,53 g Saurefraktion aus dem Weihrauchharz von B. sacra (Probe 3, Bsac Oml; 12,1 mmol,
ber. als B-BA 1 mit M, 456,71) werden exakt in einen 25 ml-Zweihalskolben eingewogen und
in 8 ml DCM gelost. Zu dieser Losung werden unter Rithren nacheinander 3,6 ml abs. Pyridin
(3,52 g, 44,5 mmol; 3,67 Aq.) und 5,0 ml Acetanhydrid (5,41 g, 53,0 mmol; 4,38 Aq.) zuge-
tropft. Danach werden 237 mg DMAP (19 pmol; 0,16 Aq.) zugegeben. Die Reaktion wird
mittels DC auf Kieselgel verfolgt (Et;O:Pentan 2:1 + 1 % HOAc). Die Reaktion ist nach 3 h
beendet (es wird keine B-BA 1 mehr detektiert).

Die Reaktionsmischung wird zweimal mit je ca. 5 ml Salzsdure (ca. 1 N) ausgeschiittelt; die
vereinigten wassrigen Phasen werden mit ca. 5 ml Dichlormethan ausgeschiittelt und die
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Dichlormethanphase zur Reaktionsmischung gegeben. Nach Abrotieren des Losungsmittels
werden 5,77 g acetylierte Sdurefraktion erhalten.

4.5.4.4 Deacetylierung von B-ABA 2 zu 3-BA 1

2,13 g B-ABA 2 (4,27 mmol) werden unter Riickfluss in 40 ml 1 N KOH in iPrOH geriihrt.
Die Reaktion wird mittels DC verfolgt (Pentan:Et,0 2:1 + 1 % HOACc auf Kieselgel oder
MeOH auf RP-Kieselgel) und wie iiblich aufbereitet: Die Reaktionsmischung wird nach
beendeter Reaktion (2 h) mit HCI angesduert, mit Wasser zum Ldsen anorganischer Verbin-
dungen versetzt und dreimal mit Diethylether ausgeschiittelt. Die vereinigten organischen
Phasen werden mit ges. NaCl-Lsg. ausgeschiittelt, {iber MgSO, getrocknet und Diethylether
am Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt (1,935 g) wird per FC an Kieselgel
getrennt (Pentan:Et,O 5:1 + 1 % HOAc) und liefert 1,751 g B-BA 1 (3,83 mmol, 90 %).

4.5.4.5 Deacetylierung der Saurefraktion aus dem Weihrauchharz

10,58 g Séurefraktion von B. sacra (Probe 2, Bsac Om1l; 22,5 mmol bei mittlerem M, von
498,75 u) werden in 100 ml iso-Propanol geldst, mit 30 g KOH (536 mmol; 23,8 Aq.) versetzt
und unter Riickfluss erhitzt (KOH 16st sich erst in der Siedehitze vollstidndig). Die Reaktions-
kontrolle erfolgt mittels Diinnschicht-Chromatographie (Pentan:Et;O 2:1 + 1 % HOAc auf
Kieselgel; Methanol auf RP-Kieselgel) gegen Edukt und Referenzsubstanzen von -BA 1 und
B-ABA 2. Nach vollstindiger Umsetzung (ca. 3 h) wird die auf Raumtemperatur abgekiihlte
Reaktionsmischung mit eiskalter HCl angesduert; es entsteht ein volumindser weiler Nieder-
schlag. Die Suspension wird mit Wasser bis zur Losung des Niederschlags versetzt
(ca. 100 ml) und das iso-Propanol am Rotationsverdampfer am Vakuum fast vollstindig
entfernt. Die dabei entstehende Suspension wird in einem Gemisch aus Wasser und Diethyl-
ether gelost und die beiden Phasen im Scheidetrichter getrennt. Nach viermaliger Extraktion
der wissrigen Phase mit jeweils ca. 100 ml Diethylether werden die vereinigten organischen
Phase mit Wasser neutral gewaschen, mit ges. NaCl-Losung ausgeschiittelt, {iber MgSQO4
getrocknet (30 min) und am Rotationsverdampfer vom Losungsmittel befreit (Wasserbadtem-
peratur max. 40 °C). Ausbeute: 7,12 g.

4.5.4.6 Photooxidation von B-ABA 2 zu B-AKBA 7

Standardvorschrift: Zu einer Losung von 125 mg B-ABA (25 pmol) 2 in 10 ml peroxid-
freiem Dioxan werden unter Riihren nacheinander 2,5 ml Wasser, 110 mg CaCO; und 125 mg
NBS (70 pmol, 2,8 Aq.) gegeben. Die Reaktion wird bei Raumtemperatur heftig geriihrt und
dabei mit sichtbarem Licht (Energiesparlampe, 11 W) bestrahlt. Die Reaktionsverfolgung
erfolgt auf Kieselgel (DCM:MeOH 30:1 oder Pentan:Et,O 2:1 + 1 % HOACc) und RP-Kiesel-
gel (MeOH). Nach beendeter Reaktion (ca. 2-3 h) wird filtriert, mit gesattigter Natriumthio-
sulfat-Lsg. versetzt, Dioxan am Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt mit
Diethylether aus der wissrigen Phase extrahiert. Die Reinigung der B-AKBA 7 erfolgt mittels
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FC an Kieselgel (Pentan:Et,O 4:1 + 0,5 % HOACc) und dann iiber RP-Kieselgel (Metha-
nol:Wasser 9:1).

4.5.4.7 Photooxidation der Siurefraktion aus dem Weihrauchharz

Standardvorschrift bei Verwendung von Harz aus B. sacra: 25-30 g Saurefraktion werden
in 2 | peroxidfreiem Dioxan gelost, unter Rithren mit 200 ml Wasser, 21 g CaCOs und 24 g
NBS versetzt und das Reaktionsgefdl mit Stickstoff geflutet. Die Reaktionsmischung wird
unter Bestrahlung mit sichtbarem Licht (4-6 Energiesparlampen mit insges. 44-66 W) heftig
geriihrt; die Reaktionsverfolgung erfolgt mit DC auf Kieselgel (DCM:Methanol 30:1 oder
Pentan:Et;O 2:1+1% HOAc) und RP-Kieselgel (Methanol). Nach beendeter Reaktion
(ca. 4-6 h) wird wie iiblich aufgearbeitet. Das Reaktionsprodukt (brauner trockener Schaum)
wird iiber FC an Kieselgel (Pentan:Et,O 4:1 + 0,5 % HOACc) und dann iiber RP-Kieselgel
(MeOH:Wasser 9:1) gereinigt. Das Methanol wird unter Vakuum entfernt und die verbleiben-
de wissrige Phase mit DCM ausgeschiittelt (3 x 100 ml). Die vereinigten organischen Phasen
werden getrocknet (MgSO,), abfiltriert und am Vakuum vom Losungsmittel befreit.

4.5.4.8 Reduktion von B-KBA 6 bzw. B-AKBA 7 zu 3-BA 1 bzw. B-ABA 2 mit
NaBH4/TFA

Standardvorschrift: 80 mg NaBH, (2,0 mmol, 5 Aq.) werden in 460 ul (684 mg, 6,0 mmol,
15 Aq.) TFA geldst und unter Rithren und Kiihlung (-10 °C) mit einer Losung von 205 mg
B-AKBA 7 (4 pmol) in 2,5 ml DCM versetzt. Die Reaktion wird per DC verfolgt (Pen-
tan:Et,0 2:1 + 1 % HOACc auf Kieselgel und MeOH:Wasser 90:10 auf RP-Kieselgel) und die
Temperatur nach ausbleibender Reaktion bis auf Raumtemperatur erhéht. Nach beendeter
Reaktion wird mit NaHCOs-Lsg. neutralisiert, die wéssrige Phase mehrmals mit DCM
extrahiert, die organischen Phasen mit Wasser gewaschen, getrocknet (MgSO,) und am
Rotationsverdampfer von DCM befreit. Die weitere Reinigung des Produktes erfolgt iiber FC
(mobile und stationdre Phasen wie bei der Reaktionsverfolgung).

Ausbeuten mit anderen Losungsmittel, Reduktionsmittelmengen und bei anderen Tempera-
turen siehe Tab. 16 (S. 88).

4.5.4.9 Reduktion von -KBA 6 und B-AKBA 7 mit Et;SiH/BF5Et,O

Standardvorschrift: 64 mg B-AKBA 7 (125 pmol) werden wird in 399 pl (291 mg,
2,5 mmol, 20 Aq.) Triethylsilan suspendiert und mit 628 ul (710 mg, 5,0 mmol, 40 Aq.)
BF;Et,O versetzt. Die Reaktionsmischung wird unter heftigem Riihren bei 80-85 °C im
verschlossenen Schraubdeckelglas erhitzt. Die Reaktion wird per DC verfolgt (Pentan:Et,O
2:1 + 1 % HOACc auf Kieselgel und MeOH:Wasser 90:10 auf RP-Kieselgel). Nach beendeter
Reaktion wird mit NaHCOs-Lsg. neutralisiert, die wéssrige Phase mehrmals mit DCM
extrahiert, die organischen Phasen mit Wasser gewaschen, getrocknet (MgSQO4) und am
Rotationsverdampfer entfernt. Die weitere Reinigung des Produktes erfolgt iiber FC (mobile
und stationdre Phasen wie bei der Reaktionsverfolgung).
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Ausbeuten mit anderen Losungsmitteln, Reduktionséquivalenten und bei anderen Tempe-
raturen siehe Tab. 17 (S. 88) fiir B-AKBA 7 und Tab. 18 (S. 90) fiir B-KBA 6.

4.5.4.10 Partialsynthese von 3,24-3-Boswelliadiol 16 durch Reduktion von 3-KBA 6 mit
Et3SiH/BF3'Et20

Die Verbindung wird als Nebenprodukt bei allen Ansdtzen zur Reduktion von B-KBA 6
mit Et;SiH/BF3Et,0 als weiller Feststoff erhalten; Standardvorschrift siche Kap. 4.5.4.9.

DC: R¢= 0,25 (SiO,, Et,O:Pentan 2:1 + 1 % HOACc).

HPLC: R(=16,68 min (System 3 (,,Beckman analytisch®) mit Saphir-Material;
1,2 ml x min" MeCN:0,1 % TFA 99:1).

Smp.: 177-179 °C, Lit.: 185 °C,***! 184-185 °C (MeOH),**" 183-185 °C (Methanol/Was-
ser),’™ 182-184 °C (MeOH), 180 °C (Petrolether/EtOAc).!'%

"H-NMR (CDCls, 500.13 MHz): =5.12 (t, J=3.6 Hz, 1H, H-12), 3.87 (t, J=3.2 Hz,
1H, H-3), 3.73 (d, J=11.1 Hz, 1H, H-24“B*), 3.53 (d, J=11.4 Hz, 1H, H-24“0P),
1.99 (td, J=13.3, 4.8 Hz, 1H, H-160), 1.95-1.86 (m, 3H, H-11a, H-11B, H-2p), 1.81 (td,
J=13.6 Hz, 5.0 Hz, 1H, H-15p), 1.68-1.49 (m, 4H, H-9, H-2a, H 70, H-6B), 1.43-1.39 (m,
3H, H-1p, H-220, H 21a), 1.37-1.34 (m, 3H, H-5, H-60, H 7B), 1.33-1.29 (m, 2H, H-18,
H-19), 1.28-1.25 (m, 2H, H-22p, H-21B), 1.09 (s, 3H, H-23), 1.081 (s, 3H, H-27), 0.98 (bs,
4H, H-26, H-15a), 0.93 (s, 3H, H-25), 0.91 (bd, J = 6.0 Hz, 4H, H-30, H-20), 0.87 (bd,
J=2.6 Hz, 1H, H-1a), 0.85-0.84 (m, 1H, H-16pB), 0.79 (s, 3H, H-28), 0.78 (d, J= 7.3 Hz, 3H,
H-29) ppm.

BC-NMR (CDCl;, 90.56 MHz): & =139.49 (C-13, ;>C=C<), 124.3 (C-12, ;>C=C<),
70.68 (C-3, no>CH-), (66.58 (C-24, -CH,-), 59.00 (C-18, >CH-), 49.53 (C-5, >CH-), 47.63
(C-9, >CH-), 42.69 (C-4, >C<), 42.07 (C-14, >C<), 41.48 (C-22 CH>-), 40.08 (C-8, >C<),
39.63 (C-19, >CH-), 39.56 (C-20, >CH-), 36.69 (C-10, >C<), 33.71 (C-17, >C<), 33.49 (C-1,
CH,-), 33.11 (C-7, -CHy-), 31.23 (C-21, -CH,-), 28.73 (C-28, -CH3), 28.04 (C-16, -CH,-),
26.51 (C-15, -CHa-), 25.23 (C-2, -CHa-), 23.38 (C-11, -CH,-), 23.32 (C-27, -CH3), 21.65
(C-23, -CH3), 21.39 (C-30, -CH3), 18.55 (C-6, -CH,-), 17.43 (C-29, -CH3), 16.70 (C-26,
-CH3), 16.11 (C-25, -CH3) ppm.

IR: 3060 (s), 2986 (s), 2685 (m), 2521 (w), 2410 (w), 2305 (m), 1711 (m), 1550 (w),
1421 (s), 1260,0 (s), 1156 (m), 896 (s), 762 (s).

UV: Absorptionsmaximum bei 210 nm.

EI-MS (70 eV, 100-200 °C): m/z = 442 (5, M"), 424 (<1, M - H,0]"), 409 (1, [424 - CH3]"),
272 (13), 224 (13, RDA I), 218 (100, RDA 1II), 206 (15, [RDA I-H,0]"), 203 (15, [RDA
I1-CH;]"), 189 (11, [RDA II - CoHs]"), 175 (17), 135 (11), 133 (10, [RDA 1I-CsH,0]"), 121 (11,
aus RDA II), 109 (11, aus RDA 1I), 95 (13, aus RDA II), 40 (11,4, aus RDA II).

HRMS: berechnet: 442,38107 fiir C30Hs0O,; gefunden: 442,38173.

[a]}) = 71,1 (0,25; CHCl3), Lit.: +69 (5,7; CHCl3),**®!, +73 (1,9; CHCly) P* 74,1 (1,43;
CHCl).**4
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4.5.4.11 Partialsynthese von 3-EtO-B-BA 56 durch Reduktion von B-AKBA 7 mit
Et;SiH/BF;5 Et,O

Die Verbindung wird als Nebenprodukt bei allen Ansétzen zur Reduktion von -AKBA 7
mit Et;SiH/BF5 Et,O als weiller Feststoff erhalten; Standardvorschrift siehe Kap. 4.5.4.9.

DC: R¢=0,71 (Si0,, Et;O:Pentan 2:1 + 1 % HOACc), 0,04 (RP-Si0,, MeOH:Wasser 95:5).

"H-NMR (CDCl;, 500.13 MHz): =5.13 (t, J = 3.8 Hz, 1H, H-12), 3.60 (dq, J = 9.6 Hz,
7.0 Hz, 1H, H-31), 3.55 (t, J = 2.5 Hz, 1H, H-3), 3.34 (dq, ] = 9.6 Hz, 7.0 Hz, 1H, H-31), 2.00
(td, J = 13.4 Hz, 4.7 Hz, 1H, H-160), 1.96-1.89 (m, 4H, H-11o, H-2p, H-11p, H-15p),
1.86-1.76 (m, 1H, H-6pB), 1.70-1.66 (m, 2H, H-2a., H-6a), 1.60-1.52 (m, 2H, H-9, H-701), 1.49
(dd, J = 12.3 Hz, 2.2 Hz, 1H, H-5), 1.44-1.33 (m, 6H, H-22a, H-21a, H-1p, H-7p, H-18,
H-19), 1.31 (s, 3H, H-23), 1.29-1.25 (m, 3H, H-22p, H-1a, H-21B), 1.17 (t, J = 7.1 Hz, 3H,
H-32), 1.09 (s, 3H, H-27), 1.03 (s, 3H, H-26), 1.00 (dm, 11.0 Hz, 1H, H-15a), 0.92 (bs, 3H,
H-20), 0.91 (s, 3H, H-30), 0.89 (s, 3H, H-25), 0.86 (dm, J = 11.1 Hz,1H, H-16p), 0.80 (s, 3H,
H-28), 0.79 (d, J = 6.0 Hz, 3H, H-29) ppm.

BC-NMR (CDCls, 90.56 MHz): &= 184.0 (C-24, COOH), 139.5 (C-13, >C<), 124.7
(C-12, y>C=C<), 77.82 (C-3, yo>CH-), 64.68 (C-31, -CH,-O-), 59.24 (C-18, >CH-), 49.63
(C-5, >CH-), 47.84 (C-4, >C<), 46.69 (C-9, >CH-), 42.33 (C-14, >C<), 41.58 (C-22, -CH,-),
40.08 (C-8, >C<), 39.75 (C-19, >CH-), 39.65 (C-20, >CH-), 37.47 (C-10, >C<), 34.33 (C-1,
-CH,-), 33.82 (C-17, >C<), 33.08 (C-7, -CH»-), 31.30 (C-21, -CH,-), 28.81 (C-28, -CHa),
28.18 (C-16, -CH,-), 26.57 (C-15, -CH,-), 23.98 (C-23, -CHs), 23.46 (C-11, -CH,-), 23.34
(C-27, -CH3), 21.98 (C-2, -CH,-), 21.38 (C-30, -CH3), 19.69 (C-6, -CH,-), 17.47 (C-29,
-CH3), 16.91 (C-26, -CH3), 15.55 (C-32, -CHj3), 13.50 (C-25, -CH3) ppm.

IR: v=3387 (bs), 2973 (s), 2946 (s), 2922 (s), 2869 (s), 2856 (s), 1455 (m), 1378 (m),
1030 (m), 1029 (m) cm™.

UV: Absorptionsmaximum bei 210 nm.

MS (EI) (70 eV, 160 °C): m/z = 484 (9, M"), 469 (1, [M-CH3]"), 266 (18, RDA 1),
218 (100, RDA 1I), 203 (11, [RDA II-CH;]"), 189 (12, [RDA II-C,Hs]"), 136 (12), 135 (11,4),
133 (9, [203-CsH;o]"), 121 (13),109 (11), 95 (15), 40 (41).

HRMS (EI): berechnet: 484,39163 fiir Cs,Hs,03; gefunden: 484,39160.

[]7) = 77,5 (c = 1,48, CHCl;),+83,4 (1,21, CHCly).

4.5.4.12 Reduktion von -KBA 6 zu 3-BA 1 mit LiiHMPA/BuOH

Standardvorschrift: 118 mg B-KBA 6 (0,25 mmol) werden mit 4 mg Li (580 umol, 2,3
Aq.) versetzt; das Reaktionsgefd wird mit Stickstoff geflutet. Mit einer Spritze werden
nacheinander 1,05 ml trockenes HMPA und 26 pl tBuOH zugegeben und die Reaktionsmi-
schung bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 15 min wird eine intensive Blaufiarbung beobach-
tet, die nach 3-4 h verschwindet. Die Reaktionsmischung wird mit 1,5 ml eiskalter 1 N HCI
angesduert und mit 3 x 0,5 ml DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden
zur Entfernung von HMPA-Resten wiederholt mit Wasser gewaschen, iiber MgSO,4 getrock-
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net und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Es wird eine orangebraune Masse von
oliger Konsistenz erhalten, die mittels FC aufgereinigt wird (1: Pentan:Et,O 4:1 +0,5 %
HOACc auf Kieselgel; 2: MeOH:Wasser 9:1 auf RP-Kieselgel). Nach Entfernen des Methanols
wird die wissrige Phase mit 3 x 1,5 ml DCM extrahiert und das Losungsmittel nach Trocknen
iiber MgSO,4 am Rotationsverdampfer entfernt.

4.5.4.13 Reduktion der Siurefraktion aus dem Weihrauchharz mit Li/HMPA/tert.-Butanol

Standardvorschrift: Ca. 20-25 g Saurefraktion aus dem Weihrauchharz werden mit 765 mg
Lithiumpulver (0,11 mol) versetzt; das Reaktionsgefa3 wird mit Stickstoff geflutet. Mit einer
Spritze werden nacheinander 200 ml trockenes HMPA und 5 ml rBuOH zugegeben und die
Reaktionsmischung bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 15 min wird eine intensive Blau-
farbung beobachtet, die nach 3-4 h verschwindet. Die Reaktionsmischung wird mit 300 ml
eiskalter 1 N HCI versetzt und mit 3 x 100 ml DCM extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden zur Entfernung von HMPA-Resten wiederholt mit Wasser gewaschen, liber
MgSO;, getrocknet und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Es wird eine orangebraune
Masse von oOliger Konsistenz erhalten, die mittels FC aufgereinigt wird (1: Pentan:Et,O
4:1 +0,5 % HOACc auf Kieselgel; 2: MeOH:Wasser 9:1 auf RP-Kieselgel). Nach Entfernen
des Methanols wird die wéssrige Phase mit 3 x 100 ml DCM extrahiert und das Losungsmittel
nach Trocknen iiber MgSO4 am Rotationsverdampfer entfernt.

4.5.4.14 Fokussierende Synthese von 3-AKBA 7 ausgehend von der Saurefraktion des Weih-
rauchharzes

25 g der Séurefraktion aus dem Harz von B. sacra (Probe 3, BSac Oml) werden in 30 ml
DCM gelost und nacheinander unter Riithren 16 ml Pyridin (15,8 g, 0,2 mol), 12,5 ml
Essigsdureanhydrid (12,5 g, 0,18 mol) und 3 g 4-DMAP (25 mmol) zugegeben. Die Reakti-
onsmischung wird unter leichtem Riickfluss erhitzt und die Reaktion mittels DC auf Kieselgel
(DCM:MeOH 30:1 oder Pentan:Et,O 2:1 + 1 % HOAc) und RP-Kieselgel (MeOH) verfolgt.
Nach beendeter Reaktion (ca. 4 h) wird die Mischung mit eiskalter 1 N HCI (ca. 300 ml)
gequencht und die wissrige Phase mit 3 x 100 ml Et,O extrahiert. Die vereinigten organi-
schen Phasen werden iiber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt.
Es werden 28 g acetylierte Sadurefraktion als orangebrauner trockener Schaum erhalten, der
fiir den folgenden Reaktionsschritt in 2 1 peroxidfreiem Dioxan geldst wird. Nacheinander
werden unter Rithren 200 ml Wasser, 21 g CaCOs und 24 g NBS zugegeben und das Reak-
tionsgefall mit Stickstoff geflutet. Die Reaktionsmischung wird unter Bestrahlung mit sicht-
barem Licht (4-6 Energiesparlampen mit insges. 44-66 W) heftig geriihrt; die Reaktionsver-
folgung erfolgt mit den beim ersten Reaktionsschritt genannten DC-Systemen. Nach beende-
ter Reaktion (ca. 6 h) wird filtriert und das Losungsmittel im Vakuum am Rotationsverdamp-
fer entfernt. Das Reaktionsprodukt (brauner trockener Schaum) wird zunichst iiber FC an
Kieselgel (Pentan:Et,O 4:1 + 0,5 % HOAc) und dann iiber RP-Kieselgel gereinigt (Metha-
nol:Wasser 9:1). Das Methanol wird unter Vakuum entfernt und die verbleibende wéssrige
Phase mit 3 x 100 ml DCM ausgeschiittelt. Die vereinigten organischen Phasen werden
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getrocknet (MgSQOy), abfiltriert und im Vakuum vom Losungsmittel befreit. Ausbeute: 8,9 g
B-AKBA mit einer Reinheit von >98 % (HPLC, 'H-NMR).

DC: Rf = 0,16 (SiO,, DCM:Methanol 30:1); 0,45 (SiO,, DCM:MeOH 15:1); 0,33 (Si0,,
Pentan:EtOAc:MeOH 10:2:1); 0,48 (SiO,, Et;O:Pentan 1:1 +1 % HOAc); 0,58 (SiO,,
Et,O:Pentan 2:1 + 1 % HOACc); 0,78 (SiO,, Et;0O:Pentan 5:1 +1 % HOACc); 0,25 (SiO,,
Pentan:Et,0O 2:1 +1 % HOAc); 0,18 (SiO;, Pentan:Et,O 3:1+1 % HOACc); 0,12 (SiO,,
Pentan:Et,O0 4:1 + 1 % HOACc); 0,07 (SiO,, Pentan:Et,O 5:1 +1 % HOAc); 0,33 (RP-SiO,,
MeCN); 0,01 RP-SiO,, MeCN:Wasser 1:1); 0,08 (RP-SiO,, MeCN:Wasser 7:3); 0,32
(RP-Si0,, MeCN:Wasser 9:1); 0,53 (RP-SiO,, MeOH); 0,06 (RP-Si0,, MeOH:Wasser 8:2);
0,10 (RP-SiO,;, MeOH:Wasser 85:15); 0,22 (RP-SiO,, MeOH:Wasser 9:1); 0,37 (RP-SiO,,
MeOH:Wasser 95:5); 0,50 (RP-SiO,, MeOH:Wasser 97:3).

HPLC: R; = 6,41 min (1,0 ml x min’! MeOH:0,1 % TFA 95:5), 6,62 min (1,5 ml x min’!
MeOH:0,1 % TFA 99:1), 27,12 min (Gradient 1), 7,78 min (Gradient 2), 9,12 min (Gra-
dient 3), 8,47 min (Gradient 4), 6,23 min (Gradient 5), 9,01 min (Gradient 6), 8,34 min
(Gradient 7), 14,34 min (Gradient 8), 16,53 min (Gradient 9), 18,67 min (Gradient 10),
18,65 min (1,2 ml x min" MeCN:0,1 % TFA 78:22), 15,81 min (1,2 ml x min" MeCN:0,1 %
TFA 80:20), 11,62 min (1,2 ml x min" MeCN:0,1 % TFA 85:15, 8,48 min (1,2 ml x min™
MeCN:0,1 % TFA 90:10), 6,42min (1,2 mlx min" MeCN:0,1 % TFA 95:5), 5,67 min
(1,2 ml x min” MeCN:0,1 % TFA 99:1), alle auf System 3 ,,System Beckman, analytisch®;
20,99 min (Gradient 22), 31,86 min (1,2 ml x min™! MeOH:0,1 % TFA 80:20), 14,81 min
(1,2 ml x min? MeOH:0,1 % TFA 85:15), 11,57 min (1,2 ml x min™ MeOH:0,1 % TFA
90:10, alle auf System 1, ,,System Varian, analytisch), alle Werte mit Saphirmaterial als
stationdrer Phase

Smp.: 271-274 °C (Zersetzung), Lit.: 271 °C;*11 275-276 °C.12%!

"H-NMR (CDCl;, 500.13 MHz): & = 5.56 (s, 1H, H-12), 5.32 (t, J= 2.8 Hz, 1H, H-3), 2.56
(dt,J=2 Hz, 3.5 Hz, 1H, H-1pB), 2.41 (s, 1H, H-9), 2.24 (tdd, J = 14.3 Hz, 4.4 Hz, 2.7 Hz, 1H,
H-2pB), 2.10 (td, J =13.6 Hz, 4.9 Hz, 1H, H-16a), 2.09 (s, 3H, H-32), 1.96-1.84 (m, 2H,
H-15B, H-6B), 1.74 (dq, J = 14.2 Hz, 3.6 Hz, 1H, H-6a), 1.68 (td, J = 13.1 Hz, 4.0 Hz, 1H,
H-7a), 1.61 (dq, J = 15.4 Hz, 3.2 Hz, 1H, H-2a), 1.56 (dd, J = 11 Hz, 1.7 Hz, 1H, H-18),
1.52-1.43 (m, 3H, H-7B3, H-21a, H-22), 1.41 (dd, J = 12.3 Hz, 2.1 Hz, 1H, H-5), 1.42-1.40
(m, 1H, H-19), 1.35 (s, 3H, H-27), 1.32-1.26 (m, 2H, H-218, H-22p), 1.24 (s, 3H, H-23), 1.21
(m, 1H, H-1a), 1.20 (m, 1H, H-15a), 1.20 (s, 3H, H-26), 1.15 (s, 3H, H-25), 1.02 (ddt,
J=13.6 Hz, 5.0 Hz, 2.0 Hz, 1H, H-16f3), 0.99-0.93 (m, 1H, H-20), 0.95 (bd, J= 2.4 Hz, 3H,
H-30), 0.83 (s, 3H, H-28), 0.81 (d, /= 6.0 Hz, 3H, H-29) ppm.

BC.NMR (CDCls, 90.56 MHz): §=199.2 (C-11, C=0), 182.0 (C-24, COOH),
170.2 (C-31, C=0(Acetyl)), 164.9 (C-13, p>C=C<), 130.5 (C-12, p>C=C<), 73.1 (C-3,
no>CH-), 60.3 (C-9, >CH-CO-), 59.1 (C-18, >CH-), 50.5 (C-5, >CH-), 46.5 (C-4, >C<), 45.1
(C-8, >C<), 43.8 (C-14, >C<), 40.9 (C-22; -CH>-), 39.3 (C-19; >CH-), 39.2 (C-20, >CH-),
37.4 (C-10, >C<), 34.6 (C-1, -CH»-), 34.0 (C-17, >C<), 32.9 (C-7, -CHy-), 30.9 (C-21,
-CH;-), 28.8 (C-28, -CH3), 27.5 (C-16, -CH;-), 27.2 (C-15, -CH;-), 23.8 (C-23, -CH3), 23.5
(C-2, -CHy-), 21.3 (C-32, -CHj(acetyl)), 21.1 (C-30, -CHj3), 20.5 (C-27, -CH3), 18.7 (C-6,
-CH;-), 18.4 (C-26, -CH3), 17.3 (C-29, -CH3), 13.2 (C-25, -CH3) ppm.
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IR: v=3019 (m), 2981 (s), 2929 (s), 2870 (m), 2623 (w, breit), 1735 (s), 1695 (s),
1654 (s), 1616 (w), 1456 (m), 1412 (w), 1388 (m), 1379 (m), 1354 (w), 1321 (w), 1252 (s),
1212 (w), 1201 (m), 1190 (m), 1177 (m), 1144 (w), 1127 (w), 1109 (w), 1080 (w), 1050 (m),
1026 (m), 997 (m) cm™.

UV: UV-Maxima bei 254 nm (Maximum) und 210 nm (ca. 25 %).

MS (EI) (70 eV, 230 °C): m/z = 512 (14) [M'], 497 (1) [M-CH3]",273 (100, RDA 1),
232 (50, RDA 1I), 135 (40).

HRMS (EI): berechnet: 512,35016 fiir C3,H430s, gefunden: 512,35122.

[a]) =+ 82 (c = 1,25, CHCLy), Lit.: + 87; ¢ = 4,2; CHCl3;*"1 +92; ¢ = 1,2; CHCI; "

4.5.4.15 Fokussierende Synthese von B-BA 1 aus der Saurefraktion des Weihrauch-Harzes

25 g der Saurefraktion aus dem Harz von B. sacra (Probe 3, BSac Oml) werden in 250 ml
einer 1 N-Losung von KOH in iPrOH gel6st. Die Reaktionsmischung wird unter leichtem
Riickfluss erhitzt und die Reaktion mittels DC auf Kieselgel (DCM:MeOH 30:1 oder Pen-
tan:Et,0O 2:1 + 1 % HOACc) und RP-Kieselgel (MeOH) verfolgt. Nach beendeter Reaktion
(ca. 5 h) wird die Reaktionsmischung auf Raumtemperatur gekiihlt, der Grofiteil des iso-Pro-
panol unter Vakuum entfernt und die verbleibende Mischung mit 300 ml 1 N HCI versetzt.
Die entstehende Suspension wird mit 3 x 100 ml DCM extrahiert und die vereinigten
organischen Phasen iiber MgSQO, getrocknet. Nach Entfernung des Lésungsmittels werden
22 g deacetylierte Harzsduren als orangebrauner trockener Schaum erhalten, die fiir den
ndchsten Schritt mit 765 mg Lithiumpulver (0,11 mol) versetzt werden. Nach Fluten des
Reaktionsgefdfles mit Stickstoff werden mit einer Spritze 200 ml trockenes HMPA und 5 ml
tBuOH zugegeben und die Reaktionsmischung bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 15 min
wird eine intensive Blaufarbung beobachtet, die nach 3-4 h verschwindet. Die Reaktionsmi-
schung wird mit 300 ml eiskalter 1 N HCI versetzt und mit 3 x 100 ml DCM extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden zur Entfernung von HMPA-Resten wiederholt mit
Wasser gewaschen, iiber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Es
wird eine orangebraune Masse von dliger Konsistenz erhalten, die mittels FC an Kieselgel
(Pentan:Et,0 4:1 + 0,5 % HOACc) und RP-Kieselgel (MeOH:Wasser 9:1) aufgereinigt wird.
Nach Entfernen des Methanols wird die wéssrige Phase mit 3 x 100 ml DCM extrahiert und
das Losungsmittel nach Trocknen iiber MgSO, am Rotationsverdampfer entfernt. Ausbeute:
7,8 g P-Boswelliasdure 1 in Reinheit von >98 % (HPLC, 'H-NMR) als weifer, trockener
Schaum.

DC: R = 0,27 (Si0,, DCM:Methanol 30:1); 0,41 (SiO,, Pentan:EtOAc:MeOH 10:2:1);
0,58 (Si0,, Et,O:Pentan 2:1 + 1 % HOAc); 0,25 (SiO,, Pentan:Et,0O 2:1+ 1% HOACc);
0,38 (RP-SiO,, MeOH); 0,14 (RP-SiO,, MeOH:Wasser 95:5).

HPLC: R = 14,99 min (Gradient 10), 17,78 min (1,2 ml x min”' MeCN:0,1 % TFA 90:10),
13,17 min (1,2 ml x min™" MeCN:0,1 % TFA 95:5), 11,48 min (1,2 ml x min" MeCN:0,1 %
TFA 99:1), 10,62 min (1,5 ml x min” MeOH:0,1 % TFA 90:10), 13,01 m in (1,5 ml x min”
MeOH:0,1 % TFA 95:5), alle Werte aus System 3 (,,System Beckman, analytisch®);
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26,61 min (Gradient 22, System 1, ,,System varian, analytisch®); alle Werte mit Saphir-
material als stationdre Phase.

Smp.: 232-236 °C (Zersetzung), Lit.: 228-230 °C; *1 227-229 o ¢!

"H-NMR (CDCl;, 500.13 MHz):  =5.14 (t, J = 3.5 Hz, 1H, H-12), 4.08 (t, J = 2.8 Hz,
1H, H-3), 2.23 (tdd, J=14.5 Hz, 4.2 Hz, 2.8 Hz, 1H, H-2p), 2.01 (td, J=13.6 Hz, 4.7 Hz,
1H, H-16a), 1.96-1.89 (m, 2 H, H-11a, H-118), 1.88-1.78 (m, 2H, H-68, H-158), 1.73-1.67
(m, 1H, H-60a.), 1.63-1.52 (m, 3H, H-2a,, H-7a, H-9), 1.51-1.46 (m, 2H, H-1B, H-5), 1.44-1.36
(m, 3H, H-78, H-21B, H-22a), 1.36-1.34 (m, 1H, H-19), 1.35 (s, 3H, H-23), 1.32 (bs, 2H,
H-1a, H-18), 1.30-1.24 (m, 2H, H-21a, H-22p), 1.09 (s, 3H, H-27), 1.05 (s, 3H, H-26),
1.03-0.98 (m, 1H, H-15a), 0.93-0.91 (m, 1H, H-20), 0.92 (d, J = 6.0 Hz, 3H, H-30), 0.89-0.86
(m, 1H, H-16p), 0.81 (s, 3H, H-28), 0.79 (d, /= 6.0 Hz, 3H, H-29) ppm.

BC-NMR (CDCls, 90.56 MHz): & = 183.4 (C-24, COOH), 139.5 (C-13, ;>C=C<), 124.4
(C-12, i>C=Cx), 70.7 (C-3, npo>CH-), 59.0 (C-18, >CH-), 49.0 (C-5, >CH-), 47.3 (C-4, >C<),
46.7 (C-9, >CH-), 42.2 (C-14, >C<), 41.5 (C-22, -CH3-), 39.9 (C-8, >C<), 39.6 (C-19, >CH-),
39.5 (C-20, >CH-), 37.5 (C-10, >C<), 33.8 (C-1, -CH3-), 33.7 (C-17, >C<), 33.0 (C-7, -CH»-),
31.2 (C-21, -CH,-), 28.8 (C-28, -CH3), 28.0 (C-16, -CH;-), 26.4 (C-15, -CH;,-), 26.1 (C-2,
-CHy-), 24.2 (C-23, >CH-), 23.4 (C-11, -CH-), 23.2 (C-27, -CHj3), 21.4 (C-30, -CHs),
19.6 C-6, -CH,-), 17.4 (C-29, -CHs), 16.8 (C-26, -CH3), 13.2 (C-25, -CH3) ppm.

IR: v=2973 (s), 2920 (s), 2867 (s), 2627 (w, breit), 1694 (s), 1653 (w), 1558 (w),
1456 (m), 1379 (m), 1328 (w), 1284 (w), 1265 (w), 1127 (m), 1105 (m), 1078 (m), 1054 (m),
1026 (m), 994 (m) cm™.

UV: Absorptionsmaximum bei 210 nm

MS (EI) (70 eV, 175 °C): m/z = 456 (11) [M'], 238 (17, RDA 1), 218 (100, RDA 1II),
203 (14, [RDA 1I-Me]"), 189 (11, [RDA TI-C,Hs]"), 133 (11, [203-CsH;0] "), 109 (10), 95 (12).

HRMS (EI): berechnet: 456,36035 fiir C3oHa303; gefunden 456,35981.

[a]}) =+86 (c = 0,54, CHCLy), Lit.: +108 (2,59; CHCI3)"*!, +112.7 (0,7; CHCl3).¢"!

4.5.4.16 Fokussierende Synthese von 3-ABA 4 aus der Séurefraktion des Weihrauch-Harzes

B-ABA 4 wird durch Deacetylierung, Reduktion und Reacetylierung der Sdurefraktion aus
dem Harz von B. sacra (Probe 3, Bsac Oml) erhalten, wie sie unter den Punkten 4.5.4.13,
4.5.4.14 und 4.5.4.15 beschrieben sind. Ausbeute: 8,5 g aus 25 g Saurefraktion.

DC: R¢=0,39 (SiO,, DCM:Methanol 15:1); 0,49 (SiO,, DCM: Methanol 15:1); 0,69
(S10,, Et;0:Pentan 2:1 + 1 % HOACc); 0,30 (Si0,, Pentan:Et,0 2:1 + 1 % HOACc); 0,56 (Si0,,
Pentan:EtOAc:MeOH 10:2:1 +1 % HOACc); 0,10 (RP-Si0,, Acetonitril); 0,00 (RP-SiO,,
Acetonitril: Wasser 50:50); 0,24 (RP-Si0,, MeOH); 0,05 (RP-Si0,, MeOH:Wasser 9:1); 0,12
(RP-Si10,, MeOH:Wasser 95:5).

HPLC: R; = 36,84 min (Gradient 1), 22,20 min (Gradient 6), 21,10 min (Gradient 7),
21,23 min (Gradient 9), 29,43 min (Gradient 10), 34,96 min (1,2 ml x min! MeCN:0,1 %
TFA 90:10), 21,40 min (1,2 ml x min” MeCN:0,1 % TFA 95:5), 16,36 min (1,2 ml x min™
MeCN:0,1 % TFA 99:1), 44,34 min (1,2 mlx min" MeOH:0,1 % TFA 90:10), 8,94 min
(1,2 ml X min’’ MeOH:0,1 % TFA 99:1), 6,80 min (1,5 ml X min’’ MeOH:0,1 % TFA 99:1,
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alle auf System 1, ,,System Beckman, analytisch®); 29,84 min (Gradient 22, System 1
(,,System Varian, analytisch); 22,80 min (12,0 ml x min” MeOH + 0,1 % TFA, System 2,
»System Varian, priaparativ®), alle Werte gemessen mit Saphir als stationédre Phase.

Smp. 251-253 °C (Zersetzung), Lit.: 253 °C;*'1254-256 oC %!

"H-NMR (CDCls, 500.13 MHz): 6= 5.14 (t, J=3.5 Hz, 1H, H-12), 5.30 (t, J=2.8 Hz,
1H, H-3), 2.14 (m, 1H, H-2pB), 2.10 (s, 3H, H-32), 2.01 (td, /= 13.6 Hz, 4.7 Hz, 1H, H-16q),
1.95-1.89 (m, 2H, H-11a, H-11B), 1.88-1.77 (m, 2H, H-6, H-15p), 1.74-1.68 (m, 1H, H-6a.),
1.67-1.62 (m, 1H, H-2a), 1.60 (dd, J=10.1 Hz, 7.3 Hz, 1H, H-9), 1.57-1.47 (m, 2H, H-1p,
H-7a), 1.47-1.41 (m, 3H, H5, H-7B, H-22a), 1.41-1.35 (m, 1H, H-21B), 1.35-1.30 (m, 2H,
H-18, H-19), 1.30-1.25 (m, 2H, H-21a, H-22P), 1.24 (s, 3H, H-23), 1.22-1.16 (m, 1H, H-1a),
1.12 (s, 3H, H-27), 1.04 (s, 3H, H-26), 1.04-.98 (m, 1H, H-15a), 0.92 (d, J=6.0 Hz, 3H,
H-30), 0.90 (s, 3H, H-25), 0.92-.85 (m, 2H, H-16p3, H-20), 0.80 (s, 3H, H-28), 0.79 (d,
J=17.0 Hz, 3H, H-29) ppm.

BC-NMR (CDCl;, 90.56 MHz): & = 182.5 (C-24, COOH), 170.3 (C-31, >C=0(Acetyl)),
139.5 (C-13, i>C=Cx<), 124.5 (C-12, yx>C=C<), 73.2 (C-3, yo>CH-), 59.2 (C-18, >CH-), 50.6
C-5, >CH-), 46.8 (C-9, >CH-), 46.7 (C-4, >C<), 42.7 (C-14, >C<), 41.5 (C-22, -CH;-), 40.0
(C-8, >(C<x), 39.8 (C-19, >CH-), 39.6 (C-20, >CH-), 37.4 (C-10, >C<), 34.5 (C-1, -CH»-), 33.8
(C-17, >C<), 33.1 (C-7; -CH»-), 31.3 (C-21, -CHy-), 28.8 (C-28; -CH3), 28.1 (C-16, -CH>-),
26.6 (C-15, -CH,-), 23.7 (C-23, -CH3), 23.6 (C-2, -CH,-), 23.4 (C-11, -CH,-), 23.3 (C-27,
-CHs), 21.4 (C-30, -CH3), 21.3 (C-32, -CH3(Acetyl)), 19.6 (C-6, -CH,-), 17.5 (C-29, -CH3),
16.9 (C-26, -CH3), 13.3 (C-25, -CHj3) ppm.

IR: v=3630 (w), 3504 (w), 3024 (m), 2977 (s), 2949 (s), 2918 (s), 2862 (s), 2622 (m),
2359 (w), 2341 (w), 1733 (s), 1694 (s), 1455 (m), 1412 (w), 1378 (m), 1370 (m), 1326 (w),
1305 (w), 1282 (m), 1253 (s), 1200 (w), 1190 (w), 1167 (w), 1144 (w), 1128 (w), 1116 (w),
1074 (w), 1049 (m), 1026 (m), 1000 (w), 988 (m), 966 (m), 946 (w), 918 (w), 897 (w),
872 (w), 828 (w), 803 (w) cm’.

UV: Absorptionsmaximum bei 210 nm.

MS (EI) (70 eV, 220 °C): m/z = 498 (8 M"), 218 (100, RDA 1), 203 (13, RDA II), 95 (13).

HRMS (EI): berechnet: 498,37091 fiir C5,Hs004, gefunden: 498,37158.

[a]}) =+54 (1.00; CHCLy), Lit.: +47 (2.58; CHCl3),!*"1 +141 (0.4; CHCl5).*"

4.5.4.17 Fokussierende Synthese von B-KBA 6 aus der Saurefraktion des Weihrauch-Harzes

11-Keto-B-boswelliasdure 6 wird durch Deacetylierung der Sdurefraktion aus dem Harz
von B. sacra (Probe 3, BSac Oml) und anschlieBende Oxidation erhalten, wie sie unter den
Punkten 4.5.4.14 und 4.5.4.15 beschrieben sind. Ausbeute: 8,0 g aus 25 g Sdurefraktion.

DC: R¢ = 0,16 (SiO,, DCM:MeOH 30:1); 0,49 (SiO,, DCM:MeOH 15:1); 0,30 (SiOs,
Et,O:Pentan 1:1 + 1 % HOACc); 0,42 (SiO,, Et,O:Pentan 2:1 + 1 % HOACc) 0,30 (SiO,,
Pentan:EtOAc:MeOH 10:2:1 + 1 % HOAc); 0,11 (SiO,, Pentan:Et,0 2:1 + 1 % HOACc) ; 0,04
(SiOy, Pentan:Et,0O 5:1 + 1 % HOAc); 0,35 (RP-SiO,, MeCN); 0,58 (RP-SiO,, MeOH); 0,32
(RP-S10,, MeOH:Wasser 9:1); 0,46 (RP-S10,, MeOH:Wasser 95:5).
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HPLC: R; = 24,20 min (Gradient 1), 5,92 (Gradient 2), 7,06 min (Gradient 3), 6,16 min
(Gradient 4), 4,93 min (Gradient 5), 5,29 min (Gradient 6), 5,25 min (Gradient 7), 8,60 min
(Gradient 8), 12,18 min (Gradient 9), 11,76 min (Gradient 10), 9,27 min (1,2 ml x min”
MeCN:0,1 % TFA 78:22), 8,27 min (1,2 ml x min™! MeCN:0,1 % TFA 80:20), 5,58 min
(1,2 ml x min™ MeCN:0,1 % TFA 90:10), 4,76 min (1,2 ml x min" MeCN:0,1 % TFA 95:5),
4,64 min (1,2 mlx min" MeCN:0,1 % TFA 99:1), 6,51 min (1,2 ml x min" MeOH:0,1 %
TFA 90:10) 4,97 min (1,2 ml x min™" MeOH:0,1 % TFA 95:5) (alle auf System 3 ,,System
Beckman, analytisch®); 11,17 min (Gradient 22), 17,34 min (1,2 ml x min” MeOH:0,1 %
TFA 80:20), 7,70 min (1,2 ml x min” MeOH:0,1 % TFA 90:10), 4,76 min (1,2 ml x min™
MeOH:0,1 % TFA 95:5), alle auf System 1, ,,System Varian, analytisch®), alle Werte mit
Saphirmaterial als stationdrer Phase, 7,82 min (Gradient 21 auf System 1, ,,System Varian,
analytisch®, mit monolithischer stationdrer Phase).

Smp.: 194-195 °C (Zersetzung), Lit.: 195 °C;!*11 197-198 °C.1*%!

"H-NMR (CDCl;, 500.13 MHz): & = 5.54 (s, 1H, H-12), 4.07 (t, J=2.8 Hz, 1H, H-3),
2.51 (dt, J=13.2 Hz, 3.5 Hz, 1H, H-1p), 2.42 (s, 1H, H-9), 2.30 (tbt, J= 14.5 Hz, 3.5 Hz, 1H,
H-2B), 2.08 (td, J = 13.6 Hz, 4.7 Hz, 1H, H-16p), 1.92-184 (m, 2H, H-15B, H-6f3), 1.71 (m, 1H,
H-6a), 1.65 (dd, J=12.9 Hz, 4.1 Hz, 1H, H-7a), 1.57-1.51 (m, 2H, H-2a, H-18), 1.49-1.41 (m,
4 H, H-5, H-7B, H-21a, H-22B), 1.39-1.37 (m, 1H, H-19), 1.35 (d, J=3.8 Hz, 1H, H-22a),
1.33 (s, 3H, H-23), 1.32 (bd, J=3.2Hz, 2H, H-1a, H-21B), 1.30 (s, 3H, H-27), 1.22 (bd,
3.5Hz, 1H, H-15a), 1.17 (s, 3H, H-26), 1.12 (s, 3H, H-25), 1.00 (bd, J = 13.6 Hz, 1H, H-16p),
0.93 (bs, 4H, H-20, H-30), 0.81 (s, 3H, H-28), 0.78 (d, /= 6.3 Hz, 3H, H-29) ppm.

BC-NMR (CDCl;, 90.56 MHz): & = 199.4 (C-11, >C=0), 182.7 (C-24, COOH), 164.9
(C-13, i>C=Cx), 130.6 (C-12, ;1>C=C<), 70.5 (C-3, yo>CH-), 60.5 (C-9, >CH-), 59.1 (C-18,
>CH-), 48.9 (C-5, >CH-), 47.3 (C-4, >(C<), 45.1 (C-8, >(C<), 43.8 (C-14, >C<), 40.9 (C-22,
-CH;-), 39.31 (C-19, >CH-), 39.3 (C-20, >CH-), 37.6 (C-10, >C<), 34.0 (C-17, >C<), 33.9
(C-1, -CHy-), 32.9 (C-7, -CH;-), 30.9 (C-21, -CH;-), 28.9 (C-28, -CHj3), 27.6 (C-16, -CH>-),
27.2 (C-15, -CH,-), 26.3 (C-2, -CH;-), 24.3 (C-23, -CHs), 21.1 (C-30, -CH3), 20.6 (C-27,
-CH3), 18.9 (C-6, -CHy-), 18.4 (C-26, -CH3), 17.4 (C-29, -CH3), 13.2 (C-25, -CH3) ppm.

IR: v=3622 (w), 3494 (w), 3023 (s), 2979 (s), 2952 (s), 2926 (s), 2870 (s), 1693 (s),
1650 (s), 1616 (w), 1552 (w), 1456 (m), 1383 (m), 1352 (w), 1320 (w), 1292 (w), 1267 (m),
1234 (m), 1199 (m), 1172 (w), 1148 (w), 1109 (m), 1078 (w), 1054 (m), 1029 (w), 1000 (m),
990 (W), 966 (m), 945 (w), 911 (w), 888 (w), 854 (w) cm™".

UV: Absorptionsmaxima bei 254 nm (100 %) und 210 nm (ca. 25 %).

MS (EI) (70 eV, 200 °C): m/z = 470 (18) [M ], 287 (10), 273 (100), 232 (51), 135 (25).

HRMS (EI): berechnet: 470,33960 fiir C39H4604, gemessen: 470,33945.

[a]}) =+121 (1.11; CHCly), Lit.: +129 (4.2; CHCl3),*" +79 (1.0; CHCl5).%"
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5 Zusammenfassung

Das Harz vieler Weihrauch-Arten (Boswellia spp.) enthdlt neben den geruchsaktiven Ver-
bindungen einen betrichtlichen Anteil organischer Sduren. Sie gehoren fast ausschlielich zur
Gruppe der Triterpensduren, denen das Hauptaugenmerk dieser Arbeit galt. Unter diesen Tri-
terpensiduren nehmen die Boswelliaséduren eine besondere Stellung ein. Sie leiten sich vom
o-und B-Amyrin ab und unterscheiden sich von wichtigen anderen Triterpenen wie der
Oleanol- und der Ursolsdure nur in der Stellung der Carboxylgruppe. Im Gegensatz zur
weiten Verbreitung vieler anderer Triterpensduren sind Boswelliasduren ausschlieBlich in
Weihrauchbdumen zu finden.

Boswelliasduren weisen eine Reihe pharmakologisch bedeutsamer Wirkungen auf wie die
Entziindungshemmung, die Beeinflussung der MAPK-Signalkaskade, die Inhibierung der
Topoisomerasen und die Induktion von Apoptose in einer Reihe von Krebszelllinien. Da
Boswelliasduren gleichzeitig keine nennenswerten Nebenwirkungen zeigen, stellen sie
potenzielle Wirkstoffe oder Leitstrukturen fiir die Behandlung von Krankheiten dar.

Derzeit ungeniigend geldste oder ungeldste Probleme sind die schnelle und eindeutige
Bestimmung der Weihrauch-Spezies bei einer unbekannten Harzprobe, die Identifizierung
von Beimischungen anderer Harze sowie die Synthese grofer Mengen von Boswelliaséuren
fiir umfangreiche in vitro- und in vivo-Studien.

Anhand einer Sammlung von 33 Weihrauchharzproben wurde untersucht, wie die Harze
verschiedener Boswellia-Arten voneinander unterschieden werden konnen. Farbe und Geruch
geben ebenso wie die Anteile an extrahierbaren Substanzen, Neutralverbindungen und Saduren
erste Hinweise auf die Boswellia-Spezies. Hierbei zeigte es sich, dass die Weihrauchharze
grob in typische Weihrauchharze und elemiartige Harze unterteilt werden konnen. Erstere
sind fest und weisen einen Sdureanteil von 30-40 % auf, letztere sind von weicher Konsistenz
und beinahe frei von Sduren. Mehr als eine Orientierung hinsichtlich der Weihrauch-Spezies
erlauben die genannten Merkmale nicht, vor allem nicht bei Verarbeitungsprodukten des
Weihrauchs (Rauchermischungen, Medikamente) oder alten Proben. Anhand des charakteris-
tischen Sduremusters in DC- und HPLC-Chromatogrammen koénnen die Harze der wichtigen
Weihrauchharten B. serrata, B. sacra, B. papyrifera sowie B. socotrana eindeutig voneinan-
der unterschieden werden. Die Methode ist wahrscheinlich auf die anderen typischen — also
sdurehaltigen — Weihrauchharze iibertragbar, von denen keine Proben vorlagen. Der chroma-
tographische Fingerabdruckes der Sdurefraktion ist sehr robust, wie die Untersuchung von
Verarbeitungsprodukten zeigt. Das Harz von B. frereana enthélt saure Komponenten nur in
Spuren, sodass zur Identifizierung dieser und anderer elemiartiger Weihrauchharze weitere
Methoden wie die Gas-Chromatographie herangezogen werden miissen.
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Klassische Methoden Moderne Methoden

Geruch, Farbe, Konsistenz 4——— ‘
Anteil von Saure- und
Neutralfraktion.
Extraktionsriickstand

l

¢ ——» Chromatographischer
Fingerabdruck der
Saurefraktion (HPLC, DC)

l

-Begrenzte Aussagekraft v Eindeutige Zuordnung auf Speziesebene
=Versagen bei Verarbeitungsprodukten v" Auch bei Verarbeitungsprodukten
-Identifizierung von Verunreinigungen anwendbar

unzuverldssig v Verunreinigungen eindeutig

identifizierbar

Abb. 78: Vergleich klassischer und moderner Methoden zur Speziesidentifizierung und Erkennung
von Verunreinigungen beim Weihrauchharz.

Anhand des chromatographischen Fingerabdruckes kdnnen auch nicht-natiirliche Bestand-
teile sicher identifiziert werden. In einer Handelsprobe mit Harz von B. serrata wurden Abie-
tinsdure-Isomere und Dehydroabietinsdure identifiziert. Diese Diterpene sind bislang nicht als
Weihrauchinhaltsstoffe beschrieben worden. Sie sind vielmehr typische Bestandteile von
Kolophonium und dieses Harz gilt wiederum als klassische Verunreinigung von Weihrauch-
harz. Die Quantifizierung der Dehydroabietinsdure mittels HPLC erlaubt es, den Kolophoni-
umanteil in der betreffenden Weihrauchharz-Probe indirekt mit 5-10 Gew.-% anzugeben.
Chemotaxonomische Griinde sprechen eindeutig fiir eine Einordnung der Diterpenséduren als
Verunreinigung und ebenso wie die Tatsache, dass diese Verbindungen in keiner anderen
Weihrauchharz-Probe mit gesicherter botanischer Herkunft gefunden wurden. Eine genauere
Quantifizierung des Kolophoniumanteils ist nicht moglich, da der Dehydroabietinsdure-Anteil
im Kolophonium herkunfts- und verarbeitungsbedingt sehr starken Schwankungen unterliegt.

Fiir die Isolierung der gesamten Saurefraktion aus dem Weihrauchharz wurde ein Verfah-
ren mit einem Ionenaustauscher entwickelt, der im wasserfreien Medium betrieben wird.
Anhand von Modellversuchen wurde der Einfluss des verwendeten Losungsmittels und
unterschiedlicher Adsorptions- und Desorptionszeiten ermittelt. AnschlieBend wurde eine
Routinevorschrift entwickelt, mit der grole Mengen an Weihrauchextrakt effizient in Sdure-
fraktion und Neutralkomponenten getrennt werden konnen. Die Isolierung mittels Ionenaus-
tauscher ist der klassischen Fliissig-Fliissig-Extraktion deutlich iiberlegen, da sie schneller als
diese und problemlos in grolem Mafstab durchfiihrbar ist und nicht durch eine Emulsionsbil-
dung beeintrachtigt wird.

In der Saurefraktion sind die B-Boswelliasduren von besonderem Interesse. Ausgehend von
-Boswelliasdure wurden die drei anderen wichtigen Vertreter 3-Acetyl-B-boswelliasiure,
3-Acetyl-11-keto-B-boswelliasdure und 11-Keto-B-boswelliasdure synthetisiert. Als Edukt
kann auch die gesamte Sdurefraktion aus dem Weihrauchharz dienen. Durch die Kombination
von Acetylierung/Deacetylierung und Oxidation/Reduktion werden die darin enthaltenen
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-Boswelliasduren in eine einzige Sdure umgewandelt. Fiir diese Methode wird der Begriff
»~fokussierende Synthese* eingefiihrt; sie liefert aus 25 g Saurefraktion jeweils ca. 8 g einer
einzelnen B-Boswelliasdure. Durch Variation des Acylierungs- und Reduktionsmittels sowie
die Erweiterung des Reaktionsrepertoires um andere Reagenzien konnen mit der fokussie-
renden Synthese eine Vielzahl natiirlicher und nicht-natiirlicher Boswelliaséure-Derivate
hergestellt werden. Ausbeute, Zeitbedarf und Materialeinsatz der Boswelliasduresynthese
konnen zusitzlich optimiert werden, indem die S&urefraktion einer bestimmten Spezies
(B. sacra) verwendet und auf einzelne Umsetzungen und Aufreinigungsschritte verzichtet
wird.

“Weilrauch-Harz Definierte Boswelliasiure

5-10Tage, 10-12 %

Foloussierende

Soxhlet-
Extralction

Weihrauch-Extrakt Lofienavstauscher - S.'?'ﬂu.rnafralcti-::un1 Synthese

Abb. 79: Effiziente Gewinnung definierter Boswelliasduren mit Hilfe eines Ionenaustauschers und
fokussierender Synthese.

Mit der Kombination aus Speziesidentifizierung, lonenaustauscher-Methode und fokussie-
render Synthese wurde eine Moglichkeit geschaffen, natiirliche und nicht-natiirliche Boswel-
liasduren schneller, reiner und in groBerer Menge zu synthetisieren, als dies mit den her-
kémmlichen Methoden der Fall ist. Sechs natiirliche Boswelliasduren, zwei Boswelliasdure-
derivate (darunter die bislang nicht beschriebene, nicht-natiirliche 3-Ethoxy-B-boswelliasdure)
und zwei Sduren mit Lupangeriist wurden im Rahmen dieser Arbeit isoliert bzw. synthetisiert.
Alle Substanzen wurden mittels moderner Methoden der Strukturaufklarung ((HR-)MS, UV-,
IR-, 1D- und 2D-NMR-Spektroskopie) in ihrer Struktur aufgekldrt. Diskrepanzen zwischen
der Zuordnung der NMR-Signale zu den Angaben in zwei kiirzlich erschienenen Verdffentli-
chungen wurden ausfiihrlich erortert. Verschiedene Methoden der Reinheitskontrolle von
Boswelliasduren wurden verglichen, wobei sich die Kombination von HPLC und 'H/"C-
NMR-Spektroskopie als die effizienteste Moglichkeit herausstellte.

Die Sdurefraktion ist somit der Schliissel zur Analytik des gesamten Weihrauchharzes.
Trotz ihrer Komplexitit ermoglicht sie die Identifizierung der Boswellia-Art sowie eventuell
vorhandener Verunreinigungen. Durch einfache Schritte 1dsst sie sich in groem Ma@stab in
definierte Boswelliasduren umsetzen, wodurch die Basis fiir eine weitergehende Erforschung
dieser interessanten Verbindungsklasse geschaffen wurde.
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Anhang A: Beschreibung der verwendeten Harzproben

Die ,,Sicherheit der Speziesangabe“ , d. h. die Verlésslichkeit der Speziesangabe durch den

Lieferanten, wird der Speziesbezeichnung in eckiger Klammer nachgestellt. Sie wurde wie

folgt mit einer Zahl von 0-3 bewertet:

[0]: unsicher:

keine Angabe, Angabe fragwiirdig oder offensichtlich falsch

[1]: wahrscheinlich: angegeben (Handelsprobe, Fachhandel oder Fachmann), aber

keine Angaben zur Sicherheit der botanischen Zuordnung

[2]: relativ sicher:  angegeben (Fachhandel oder Fachmann), aber nicht gesichert

[3]: sicher:

angegeben und durch Fachmann gesichert.

Die Speziesbezeichnung der Harzproben ist immer die vom Hersteller/Handler angegebe-

ne, auch wenn sie

nicht zu den allgemein akzeptierten Bezeichnungen gehort (z. B.

B. thurifera statt korrekt B. serrata). Eine Liste der derzeit akzeptierten Boswellia-Spezies

einschlieBlich gebrauchlicher Synonymen zeigt Tab. 3 (S. 5).

Harz von Boswellia serrata Indisch Granen (Eggebrecht) Probe Nr. 1

Harz

Bezeichnung:
Kurzbezeichnung;:
Lieferant:

Art:

Aussehen:

Verunreinigungen:
Geruch:

Rohextrakt

Aussehen:
Geruch:

,,Weihrauch Gummi Olibanum indisch Granen®, Art.-Nr. 22-126

Bser Grl

Gerhard Eggebrecht Vegetabilien und Harze, Doppelreihe 1a, 25361 Siiderau
Boswellia serrata [2] Herkunft: Indien

Vorwiegend 2-4 mm grofle unregelmifBig geformte, gelbe bis gelbbréunliche
Brocken mit vereinzelten braunen bis schwarzen Brocken; sprode und an
Bruchstellen vorwiegend matt und uneben

Vereinzelt Aste, Rindenteile, weitere z. T. nicht identifizierbare Bestandteile
Uncharakteristisch, wenig intensiv, nicht weihrauchtypisch; frisch angebro-
chene oder verriebene Brocken intensiver, aber weiterhin nicht weihrauchartig

Homogenes, feines, gelbes bis gelbbraunes/blass-ockerfarbenes, mattes Pulver
Intensiv; eher angenehm, charakteristisch nach Weihrauch, dunkel, etwas
kirchlich; mit leichtem Saurestich

Sédurefraktion und Neutralkomponenten

Siurefraktion:

Neutralkomponenten:

Homogenes gelb-braunliches Pulver (intensiver als RE) dhnlich Staubzucker
(z. T. glanzende Partikel); schwacher, uncharakteristischer Geruch

Homogene, zdhe, gelbbriaunliche Masse; intensiv harziger, dunkler Geruch mit
starken, n. i. Komponenten (muffig, holzartig)
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Harz

Bezeichnung:
Kurzbezeichnung;:
Lieferant:

Art:

Aussehen:

Verunreinigungen:

Geruch:
Rohextrakt

Aussehen:

Geruch:

Harz von Boswellia serrata Indien 1. Wahl (Eggebrecht)

Probe Nr. 2

,,Weihrauch Gummi olibanum Indisch 1. Wahl*, Art.-Nr. 22-127

Bser IW11

Gerhard Eggebrecht Vegetabilien und Harze, Doppelreihe 1a, 25361 Siiderau
B. serrata [2] Herkunft: Indien

Meist 4-10 mm groBe hellgelbe bis braune Brocken, daneben kleine Bruchstii-
cke und groBere Tranen; Oberfldache i.d.R. bestdubt, bei frisch angebrochenen
Brocken z. T. glanzend und glatt, bei dunklen eher matt und briichig; verein-
zelt Einschliisse und Anhaftungen

Vereinzelt andere Pflanzenteile und pflanzenfremde Teile

Harzig, typisch weihrauchartig (nach Kirchenweihrauch)

Homogenes feines blassgelbes Pulver mit vereinzelten gldnzenden Bestandtei-
len, das etwas zum Verkleben neigt
Intensiv, angenehm, harmonische Mischung aus aromatischen, Weihrauch-
und Harznoten, wenig nach Kirche

Sédurefraktion und Neutralkomponenten

Saurefraktion:

Homogenes feines, z. T. glinzendes blass-gelbes Pulver; praktisch geruchlos

Neutralkomponenten: Homogene, zéhe, gelbbraune Masse; intensiver, weihrauchartiger Geruch mit

Harz

Bezeichnung:
Kurzbezeichnung:
Lieferant:

Art

Aussehen:

Verunreinigungen:

Geruch:

Rohextrakt

Aussehen:
Geruch:

Harz von Boswellia sacra Oman weil} No. 1 (Eggebrecht)

intensiv dunklen, sakralen und harzigen Noten

Probe Nr. 3

,,Weihrauch arabisch Gummi olibanum Oman weif3 No. 1%, Art-Nr. 22-123
Bsac Oml

Gerhard Eggebrecht Vegetabilien und Harze, Doppelreihe 1a, 25361 Siiderau
B. sacra [2] Herkunft: Oman

Zu etwa gleichen Teilen hellgelbe bis braune grofe (>15 mm) und kleinere
Brocken, Trianen und gebrochene Stringe (5-15 mm), wenig sehr kleine Stii-
cke von gleicher Farbe; Bruchflachen heller Brocken eher glatt und glédnzend,
bei dunklen eher matt und uneben

Vereinzelt an Harzbrocken anhaftende Rindenteile

Aromatisch, dunkel, harzig, Richtung Bitterorangen; wenig weihrauchartig

Homogenes, feines fast weiles (leicht gelbes) Pulver
Sehr intensiv, angenehm und aromatisch wiirzig; daneben schwache, aber
eindeutige harz- und weihrauchartige Noten
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Sédurefraktion und Neutralkomponenten

Saurefraktion:

Neutralkomponenten:

Harz

Bezeichnung:

Kurzbezeichnung;:
Lieferant:

Art

Aussehen:

Verunreinigungen:

Geruch:

Rohextrakt

Aussehen:

Geruch:

Homogenes, feines, blassgelb-braunes Pulver; sehr schwacher und uncharakte-
ristischer Harzgeruch, daneben leichte Losungsmittelnote (Losungsmittelreste
von der Extraktion)

Homogene zdhe gelbe Masse; intensiv harziger, weihrauchartiger Geruch mit
aromatischen Noten wie beim Rohextrakt, aber intensiver

Boswellia carteri Trinen No. 1 (Eggebrecht) Probe Nr. 4

»Weihrauch arabisch Gummi olibanum Somalia Trianen No. 1¢ (Etikett),

»Weihrauch arabisch Gummi olibanum Somalia 1. Wahl“ (Katalog),
Art Nr. 22-120

Bear T1

Gerhard Eggebrecht Vegetabilien und Harze, Doppelreihe 1a, 25361 Siiderau
B. carteri [2]

GrofBteil 3-8 mm, z. T. bis 20 mm grofle unregelméBige Splitter, Bruchstiicke,

Herkunft: Somalia

kleine und grof3e intakte Trédnen und gebrochene kleine Harzstrénge; hell (gel-
be, hellbraun, bis dunkelbraun; Oberflichen matt und staubig, vereinzelt glan-
zende Einschliisse/Anlagerungen, vereinzelt durchsichtige Stiicke; frische
Bruchstellen zumeist uneben und matt

Vereinzelt an Brocken anhaftende Rindenteile, daneben Spuren anderer n. i.
Pflanzenteile und pflanzenfremder Teile (kl. Steinchen, blaue Fasern)
Aromatisch-frisch mit dominierenden Zitrusnoten Richtung Zitrone, wenig
harzartige oder aromatische Noten

Feines homogenes weifles Pulver mit ganz leichtem Gelbstich, das nicht zum
Verklumpen neigt

Intensiver als Rohextrakt; neben intensiven Zitrusnoten (s.0.) auch aromati-
sche und harzartige Komponenten; harmonischer als der Rohextrakt, aber we-
nig nach Kirchenweihrauch

Sédurefraktion und Neutralkomponenten

Saurefraktion:

Neutralkomponenten:

Harz

Bezeichnung:

Kurzbezeichnung;:

Homogenes feines, fast weilles Pulver, praktisch geruchlos
Intensiv duftende zéhfliissige, klare, gelbe Masse; Geruch wie Rohextrakt, nur
intensiver

Boswellia papyrifera Eritrea Erbsen (Eggebrecht) Probe Nr. 5

,Weihrauch Gummi olibanum Eritrea Erbsen® [Zusatz ,,Erbsen ist auf dem
Etikett durchgestrichen und fehlt im Katalog], Art-Nr. 22-140
Bpap Erl
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Lieferant:
Art
Aussehen:

Verunreinigungen:

Geruch:

Rohextrakt

Aussehen:
Geruch:

Gerhard Eggebrecht Vegetabilien und Harze, Doppelreihe 1a, 25361 Siiderau
B. papyrifera [2] Herkunft: Eritrea

Meist 3-6 mm, selten >10 mm groBe intakte Trénen, Kiigelchen, gebrochene
Harzstrange und unregelmiBige Brocken von dunkelgelber Farbe mit deutli-
chem Bernstein- bis Orangeton. Frische Bruchkanten immer matt, z. T. unre-
gelmiBig, z. T. glatt

Jeweils in Spuren: anhaftende Rindenteile und andere n. i. Pflanzenteile
Aromatisch-frische Noten dominieren, dazu leichte Harz- und Zitrusnoten
(Zitrone, Orangenschale)

Feines homogenes hellgelbes Pulver, das etwas zum Verkleben neigt
Wie das zerriebene Harz

Sédurefraktion und Neutralkomponenten

Siurefraktion:

Homogenes, feines, hellgelbes Pulver, z. T. gldnzend; geruchlos

Neutralkomponenten: Homogene, klare, gelbe, viskose Masse; intensiver Geruch wie beim Extrakt

Harz von Boswellia sacra Oman MAT1 (Dr. Mohsin Al-Aameri)

Harz

Bezeichnung:
Kurzbezeichnung:
Lieferant:

Art:
Aussehen:

Verunreinigungen:

Geruch:
Rohextrakt

Aussehen:

Geruch:

Probe Nr. 6

Harz von B. sacra

Bsac MA1

Dr. Mohsin Al-Amri

Ministry of Agriculture, Rumais Research Station, Muscat, Oman

B. sacra [3] Herkunft: Oman

Meist 15-25 mm, bis 40 mm groBBe Harzbrocken, Trdnen, runde Stiicke und
wenig Harzstringe; Farben von schmutzig-gelb oder gelbbraun (Grofteil) bis
braun; frische Bruchstellen glatt und glitzernd

In Spuren: an Brocken anhaftende Rindenteile

Harz- und weihrauchartig mit dunklen und aromatischen Noten

Feines homogenes weiles Pulver mit kaum wahrmehmbarem Gelbstich und
sehr schwacher Neigung zum Verklumpen

Intensiv; sehr frisch, wiirzig und aromatisch mit Harznoten Richtung Nadel-
wald und Menthol-/Eukalyptusnoten, dazu eine weihrauchartige Komponente

Sdurefraktion und Neutralkomponenten

Siurefraktion:

Homogenes, feines, hellgelbes Pulver, z. T. glinzend; geruchlos

Neutralkomponenten: Wie beim Rohextrakt, nur intensiver
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Harz von Boswellia frereana und B. bhau-dajiana (Caelo) Probe Nr. 7
Harz

Bezeichnung: Olibanum in granis, Weihrauch

Kurzbezeichnung:  B. f-b Cal

Lieferant: Caesar & Loretz GmbH (Caelo), 40721 Hilden

Art B. carteri und B. bhau-dajiana [2] Herkunft: k. A.

Aussehen: Meist unregelméBige Brocken von 3-5 mm, daneben bis 12 mm groBle Trop-
fen, Tranen und Harzstringe; fast ausschlieBlich hellgelbe bis gelbe und ver-
einzelt gelbbraune oder milchigweille Farbtone; frische Bruchkanten uneben
und matt

Verunreinigungen:  Vereinzelt an Brocken anhaftende Rindenteile, andere n. i. Pflanzenteile und
pflanzenfremde Teile (Fasern)

Geruch: Angenehm-frisch und aromatisch mit dominierenden Zitrusnoten (Orangen-
schale, Zitrone); wenig harz- oder weihrauchartig

Rohextrakt
Aussehen: Feines, homogenes, hellgelbes Pulver, das etwas zum Verkleben neigt
Geruch: Wie beim zerriebenen Harz, nur intensiver

Sédurefraktion und Neutralkomponenten

Saurefraktion:

Neutralkomponenten:

Harz

Bezeichnung:
Kurzbezeichnung;:
Lieferant:

Art:

Aussehen:

Verunreinigungen:

Geruch:
Rohextrakt

Aussehen:

Geruch:

Homogenes, feines, leicht hellgelbes Pulver, praktisch geruchlos
Homogene, klare, gelbe, viskose Masse, intensiv duftend wie der Rohextrakt

Harz von Boswellia frereana (Hr. Giama) Probe Nr. 8

Harz von Boswellia frereana, in Somalia: maydi
Bfre G1

Hr. Giama, Bremerhaven
B. frereana [3]

Meist kleine Splitter von 2-4 mm, vereinzelt 5-15 mm grof3e intakte Brocken

Herkunft: Somalia

und ca. 10 % Pulver; ausschlieBlich gelbe Farbtone, selten leichter Orangeton
In Spuren n. i. Pflanzenteile
Angenehm harzig-aromatisch, wenig ausgeprigte Zitrusnote

Homogenes feines weiles bis helles Pulver, das sehr wenig zum Verkleben
neigt

MittelmdBig intensiv; harmonische Mischung aus aromatischen und eher
harzigen Noten, wenig Frischenoten

Sdurefraktion und Neutralkomponenten

Saurefraktion:

Inhomogene, zdhe, gelbbraune Masse; intensiv duftend (uncharakteristische
holzige und muftige Noten)

Neutralkomponenten: Homogenes, feines, weiles Pulver; Geruch wie Rohextrakt, nur intensiver



Anhang A: Beschreibung der verwendeten Harzproben 165

Harz

Bezeichnung;:
Kurzbezeichnung;:
Lieferant:

Art:

Aussehen:

Verunreinigungen:

Geruch:

Rohextrakt

Aussehen:
Geruch:

Harz von Boswellia carteri (Hr. Giama) Probe Nr. 9

Harz von Boswellia carteri, in Somalia: beeyo
Bear G1

Hr. Giama, Bremerhaven
B. carteri [3]
Uberwiegend 3-5 mm groBe hellgelbe bis gelbbraune Tropfen neben einigen

Herkunft: Somalia

unregelmafigen, eher dunklen Brocken von 10-20 mm
In Spuren an Brocken anhaftende Rindenteile
Vorwiegend aromatische und frische Zitrusnoten mit wenig Harznoten

Feines homogenes hellgelbes Pulver, das leicht verklebt
Intensive Nadelwald-Komponenten dominieren, daneben Harznoten und
aromatische, dunkle Noten; kaum Weihrauch- oder Zitrusnoten

Sdurefraktion und Neutralkomponenten

Siurefraktion:

Neutralkomponenten:

Harz

Bezeichnung;:
Kurzbezeichnung:
Lieferant:

Art:
Aussehen:

Verunreinigungen:

Geruch:
Rohextrakt

Aussehen:

Geruch:

Homogenes, feines hellgelbes Pulver; geruchlos
Homogene, klare, hellgelbe viskose Masse, Geruch wie beim Rohextrakt

Harz von B. frereana (Prof. M. Thulin) Probe Nr. 10

Resin, B. frereana

Bfre MTI

Prof M. Thulin, Uppsala Universitet, Dep. of Systematic Botany, Evolutionary
Biology Centre (EBC), Uppsala/Schweden

B. frereana [3]
Vorwiegend meist 2-6 mm, bis 30 mm grof3e hellgelbe Brocken mit leichtem

Herkunft: Somalia

Orangeton; Bruchkanten glatt und glinzend
In der gesamten Probe (ca. 10 g) 1 am Brocken anhaftendes Rindenteil
Intensiv harzig, sehr aromatisch und wiirzig mit leichter Weihrauchnote

Feines homogenes weifles Pulver mit sehr leichtem hellgelben Ton, das zum
Verkleben neigt

Intensiv; sehr angenehm und frisch; vorwiegend Nadelwaldnoten, Harznoten
schwach ausgeprégt; kaum weihrauchartige Noten

Sédurefraktion und Neutralkomponenten

Siurefraktion:

Fast homogene hochviskose, gelbbraune Masse; Geruch wie beim Rohextrakt

Neutralkomponenten: Homogenes feines, weilles Pulver, intensiv duftend wie Extrakt und Saurefrak-

tion
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Harz

Bezeichnung;:
Kurzbezeichnung;:
Lieferant:

Art:

Aussehen:

Verunreinigungen:
Geruch:

Rohextrakt

Aussehen:
Geruch:

Olibanum aus Yemen (P. u. M. Kenn) Probe Nr. 11

Weihrauchharz aus Yemen

Olib PMK1

P. und M. Kenn, 56220 Bassenheim

k. A. [0] Herkunft: Yemen, Markt

Meist 4-10 mm, wenige bis 30 mm groBe hellgelbe Brocken von unregel-
maBiger Form, daneben wenige Stiicke von gelbbrauner oder brauner Farbe
Vereinzelt anhaftende Rindenteile; in Spuren andere n. i. Pflanzenteile
Intensiv nach Kirchenweihrauch mit dunklen und aromatischen Noten

Homogenes feines, hellgelbes Pulver, das zum Verkleben neigt
Sehr intensive Mischung aus aromatischen, harzigen und Nadelwald-Noten;
wenig Zitrus- oder Weihrauchnoten

Sdurefraktion und Neutralkomponenten

Séurefraktion:
Neutralkomponenten:

Harz

Bezeichnung:
Kurzbezeichnung:
Lieferant:

Art:

Aussehen:

Verunreinigungen:
Geruch:

Rohextrakt

Aussehen:

Geruch:

Homogenes, feines, hellgelbes Pulver; starker Geruch nach moderndem Holz
Homogenes, feines, mattweiBles Pulver; rel. intensiver, ausgewogener Geruch:
aromatisch, frisch, Nadelwald; insgesamt dem Rohextrakt sehr dhnlich

Harz von Boswellia serrata (Oneness World) Probe Nr. 12

Olibanum aus Indien (Boswellia serrata)

Bser OW1
Oneness-World, Kreuzstr. 4, 80331 Miinchen (Handelsprobe)
B. serrata [1] Herkunft: Indien

Homogene Mischung von 3-5 mm groflen hellgelb-braunen, unregelméBig
geformten Brocken

In Spuren sehr kleine, n. i. Pflanzenteile

Unverinderte Probe zeigt neben schwachen, uncharakteristischen Harznoten
eindeutige Note nach div. Rduchermischungen; diese sind hdchstwahrschein-
lich vom Ladeninneren auf die Probe iibergegangen, da dort regelmafig Réu-
cherstibchen und -mischungen verbrannt werden.

Feines, schmutzig weilles, nichtverklumpendes Pulver mit Stich ins Hellbraun-
ockerfarbene

Schwach, harzig, nach Wald (Rinde, vermodernde Blétter); keine Weihrauch-
oder Zitrusnoten

Saurefraktion und Neutralkomponenten

Séurefraktion:
Neutralkomponenten:

Homogenes, feines, hellgelbes Pulver; praktisch geruchlos
Homogenes, hellgelbes Pulver; intensiv duftend wie der Rohextrakt
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Harz

Bezeichnung:
Kurzbezeichnung;:
Lieferant:

Art:

Aussehen:

Verunreinigungen:

Geruch:

Rohextrakt

Aussehen:

Geruch:

Harz von B. thurifera (Oneness World) Probe Nr. 13

Olibanum aus Somalien

Bthur OW1

Oneness-World, Kreuzstr. 4, 80331 Miinchen (Handelsprobe)
B. serrata [1]
Meist 3-6 mm grofle unregelmiBige gelbe Stiicke, daneben bis 20 mm grofle

Herkunft: Somalia

Trénen, Tropfen oder Bruchstiicke mit hellbraunen Farbtonen

Vereinzelt an Brocken anhaftenden, aber auch lose Rindenteile und andere n. i.
Pflanzenteile

Schwach harz- und weihrauchartig; es nicht genau erkennbar, ob auch eine
Fehlnote wie bei der anderen Probe aus dem Oneness-Shop darunter ist (s.
Probe 12, Bser OW1). Frisch verriebene Brocken riechen intensiver nach Harz
und Weihrauch und aromatisch

Homogenes, feines, weiles bis hellgelbes Pulver, das kaum zum Verkleben
neigt

Maiig intensiv; angenehm und harmonisch; Harz- (Richtung Weihrauch-) und
dunkle aromatische Noten, wenig wiirzige und keine Zitrusnoten

Saurefraktion und Neutralkomponenten

Siurefraktion:

Neutralkomponenten:

Harz

Bezeichnung:

Kurzbezeichnung:
Lieferant:

Art:
Aussehen:

Verunreinigungen:

Geruch:

Rohextrakt

Aussehen:
Geruch:

Homogenes, feines, hellgelbes Pulver; praktisch geruchlos
Homogenes, feines, weilles bis hellgelbes Pulver, intensiver Geruch; frisch,
nach Fichtenwald und etwas harzig

Harz von B. serrata (BGBM) Probe Nr. 14

Boswellia serrata STACHH. Komplette Beschriftung:

,,142 Burseraceae, 4149 Boswellia serrata Stachh., ,,Weihrauch®, Ostindien,
Singapore, 1884/85 ded. Jacobs.*

Bser BGBM1

— (aus der Harzsammlung des Botanischen Gartens und Botanischen Muse-
ums, Berlin-Dahlem (BGBM))
B. serrata [1] Herkunft: Indien

Uberwiegend 5-10 mm groBe, rotlichbraune (am Bruch dunkelorange) Trinen,
daneben lidngliche und unregelméBig geformte Stiicke

An Harzbrocken anhaftende Rindenteile (selten)

Schwach nach Harz und Weihrauch

Homogenes, feines, gelbbraunes Pulver, das nicht zum Verkleben neigt
Schwach; etwas muffig, holz- und harzartig; keine Zitrus- oder Frischenoten
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Sédurefraktion und Neutralkomponenten

Saurefraktion:

Neutralkomponenten:

Produkt

Bezeichnung:

Kurzbezeichnung:
Lieferant:

Art:
Aussehen:

Verunreinigungen:
Geruch:

Rohextrakt

Aussehen:
Geruch:

Homogenes, feines, gelbbraunes Pulver, z. T. glinzend; fast geruchlos
(uncharakteristisch)

Homogenes, feines, hellgelbes mattes Pulver; schwacher Geruch, uncharakte-
ristisch: Holz- und Rindennoten, etwas harzig und etwas wie Nadelwald

Byzantinischer Weihrauch mit B. sacra (BGBM) Probe Nr. 15

,Harz von Boswellia sacra Flueckiger parfiimiert mit Citruslimon-Ol. Han-
delsware gekauft im Oktober 2000 in Griechenland [...] H. W. Lack”

Bsac BAl

— (aus der Harzsammlung des Botanischen Gartens und Botanischen Muse-
ums, Berlin-Dahlem (BGBM))

B. sacra [1] Herkunft: Griechenland

Rechteckige bis rautenférmige Stiicken von 5-10 mm mit weillem Puder an der
AuBlenseite und intensiver Rotfarbung im Inneren; Bruchflachen uneben und
matt

Keine

Intensiv parfiimiert und seifenartig mit starken blumigen und Zitrusnoten
(nicht harzig oder weihrauchartig)

Homogenes, feines, intensiv hellrotes Pulver, das zum Verkleben neigt
Wie das unverarbeitete Produkt, nur intensiver

Sédurefraktion und Neutralkomponenten

Siurefraktion:

Neutralkomponenten:

Harz

Bezeichnung:

Kurzbezeichnung:

Homogene, feine, hellgelbe Masse; leichter, aber deutlich wahrnehmbarer
Geruch wie Originalprobe, nur milder und angenehmer

Homogene, klare, intensiv rote Masse; sehr intensiver Geruch wie bei der
Originalprobe
Harz von B. sacra (YP1309, BGBM) Probe Nr. 16

,,Plants of Yemen

Burseraceae, resin of Boswellia sacra Flueck.

Yemen, gov. Hadhramout, tributary E of Wadi Ais Chered, NW of Mogged,
14°53°31.3” N, 49°45°21.0” E e. 150 m. Gravelly-rocky slopes and along the
runnels in the broad flat wadi bed.

Population of 200-300 smaller and larger trees (few old trees to 5 m tall),
scattered or in small groups.

5.3.2002; Leg. N. Kilian, P. Hein & M.A. Hubaishan YP 1309. Det. id.*

Bsac YP1309
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Lieferant:

Art:
Aussehen:

Verunreinigungen:
Geruch:

Rohextrakt

Aussehen:

Geruch:

— (aus der Harzsammlung des Botanischen Gartens und Botanischen Muse-
ums, Berlin-Dahlem (BGBM))

B. sacra [3] Herkunft: Yemen

Meist 3-4 mm, selten bis 8§ mm grof3e in sich inhomogene Brocken in gelben
und braunen Farbtonen

Vereinzelte n. i. Pflanzenteile

Harzartig, weihrauchartig, dunkel, nach Kirchenweihrauch

Homogenes feines praktisch weiles Pulver mit sehr leichtem Gelbstich, das
nicht zum Verkleben neigt
Dunkle, harzige, muffige, weihrauchartige und aromatische Noten

Saurefraktion und Neutralkomponenten

Saurefraktion:
Neutralkomponenten:

Harz

Bezeichnung:
Kurzbezeichnung:
Lieferant:

Art:
Aussehen:

Verunreinigungen:
Geruch:

Rohextrakt

Aussehen:
Geruch:

Homogenes, feines, weilles bis hellgelbes Pulver, z. T. gldnzend; geruchlos
Homogenes, feines, mattweilles Pulver; intensiv duftend: angenehm frisch und
fast medizinisch nach Campher/Menthol/Borneol, wenig aromatisch, weih-
rauch- oder harzartig

Harz von B. sacra (NK 6066, BGBM) Probe Nr. 17

B. sacra N. Kilian 6066, acc 28.7.2000

Bsac NK6066

— (aus der Harzsammlung des Botanischen Gartens und Botanischen Muse-
ums, Berlin-Dahlem (BGBM))

B. sacra 3] Herkunft: Yemen

Inhomogen: neben wenig Pulver ca. ein halbes Dutzend Stiicke von unter-
schiedlicher Lange (nur ca. 0,6 g Probe); gelbbraune bis braune Farbung, z. T.
glasartige Konsistenz (durchsichtig, sprode)

An einem der Brocken haftet etwas Rinde

Angenehm harzartig, weihrauchartig und aromatisch

Homogenes, feines, weilles Pulver, das nicht verklumpt
Intensiv; dunkel, harz- und weihrauchartig, etwas nach moderndem Holz, fast
muffig, keine frischen oder Zitrusnoten

Sdurefraktion und Neutralkomponenten

Séurefraktion:
Neutralkomponenten:

Inhomogen; zihe weille, z. T. klare farblose Masse; praktisch geruchlos
Homogene, klare, farblose, zdhe Masse; rel. intensiv duftend, aber eher
unspezifisch aromatisch und harzig, wenig nach Weihrauch



170 Anhang A: Beschreibung der verwendeten Harzproben

Harz

Bezeichnung;:
Kurzbezeichnung:
Lieferant:

Art:
Aussehen:

Verunreinigungen:
Geruch:

Rohextrakt

Aussehen:
Geruch:

Harz von Boswellia socotrana (YP2583, BGBM) Probe Nr. 18

Harz von Boswellia socotrana, YP2583

Bsoc YP2583

— (aus der Harzsammlung des Botanischen Gartens und Botanischen Muse-
ums, Berlin-Dahlem (BGBM))

B. socotrana [3] Herkunft: Yemen

Meist 2-5 mm grofle, z. T. groBere, zusammengesetzte Stiicke in allen Tonen
von hellgelb bis braun; einige kleine Stiicke glasartig klar und durchsichtig,
beim Brechen sprode; frische Bruchflichen glatt und glanzend

Vereinzelt n. i. Pflanzenteile

Angenehm aromatisch mit wiirziger Note

Homogenes, feines, praktisch weilles Pulver, das nicht verklumpt
Intensiv; dunkel, harzartig (wenig nach Weihrauch), etwas nach vermodern-
dem Holz; wiirzige, n. i. Noten

Sédurefraktion und Neutralkomponenten

Saurefraktion:
Neutralkomponenten:

Harz

Bezeichnung:
Kurzbezeichnung:
Lieferant:

Art:

Aussehen:
Verunreinigungen:
Geruch:

Rohextrakt

Aussehen:

Geruch:

Homogenes, feines, hellgelbes Pulver; praktisch geruchlos
Homogenes, feines, weilles Pulver; sehr intensiv duftend, vorwiegend nach
Nadelwald, wenig aromatische oder Weihrauchnoten

Harz von Boswellia socotrana (YP2312, BGBM) Probe Nr. 19

Harz von Boswellia socotrana (YP2312)

Bsoc YP2312

— (aus der Harzsammlung des Botanischen Gartens und Botanischen Muse-
ums, Berlin-Dahlem (BGBM))

B. socotrana [3] Herkunft: Yemen, Insel Socotra
UnregelméBige 2-12 mm grofe Brocken in allen Farbtonen von gelb bis braun
Vereinzelt Blattfragmente und andere n. i. Pflanzenteile

Angenehm aromatischund wiirzig; wenig nach Harz oder Weihrauch

Homogenes, feines, weilles Pulver mit leichtem hellgelben Stich, das nicht
verklumpt
Intensiv nach Harz und moderndem Holz; wenig aromatisch oder wiirzig

Sédurefraktion und Neutralkomponenten

Séurefraktion:
Neutralkomponenten:

Homogenes, feines, hellgelbes Pulver; maBig starker Geruch nach Rinde
Homogenes, feines, weiles Pulver; miBig starker Geruch: aromatisch, etwas
harzig, frisch und nach Rinde
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Harz

Bezeichnung:
Kurzbezeichnung;:
Lieferant:

Art:

Aussehen:

Verunreinigungen:

Geruch:

Rohextrakt

Aussehen:
Geruch:

Olibanum ,,Aden* (Schreibmayr) Probe Nr. 20

Weihrauch ,,Aden* Art. Nr. 305209

Olib Adnl

J. G. Schreibmayr, Senserstr. 15, 81371 Miinchen (Handelsprobe)

k. A. [0] Herkunft: k. A.

Meist 3-6 mm grofle unregelméBige Brocken von hellen Gelb- bis Gelbbraun-
Tonen, z. T. bis dunkelbraun und intakte Tropfen

Vereinzelt Rindenteile,
(Steinchen, Faden)
Harzig und aromatisch, aber vorwiegend nach Kirchenweihrauch; Fremdge-

andere Pflanzenteile und pflanzenfremde Teile

ruch evtl. von Ladenumgebung (Kirchenfachhandel!) hineindiffundiert.

Homogenes, feines, leicht hellgelbes mattes Pulver
Intensiv; angenehm und harmonisch mit frischen, aromatischen und an
Nadelwald erinnernden Noten, daneben schwichere Harznoten

Sédurefraktion und Neutralkomponenten

Siurefraktion:

Neutralkomponenten:

Harz

Bezeichnung:

Kurzbezeichnung:
Lieferant:

Art:

Aussehen:

Verunreinigungen:

Geruch:
Rohextrakt

Aussehen:

Geruch:

Homogenes, feines, leicht hellgelbes z. T. glanzendes Pulver; geruchlos
Homogene, hellgelbe, zdhe Masse; intensiver Duft nach Nadelwald- und
frischen Noten, weniger nach Harz

Medikament H15 (Gufic Ltd., Bombay, Indien) Probe Nr. 21

H15 Ayurmedica tablets (ayurvedic medicine), each tablet contains Boswellia
serrata extract 400 mg, excipients q.s. Dosage: As directed by the physician.
Gufic Chem, Private Limited, Udyam Baug, Belgaum, Karnataka (India), Mfg.
Lic. No. AUS 345, B. No. 495, 10 tablets, Mfd. Jun. 2000, exp. May 2004
Bser HI15-1

— (Spende von Dr. Gerhardt, Klinikum Mannheim der Universitit Heidelberg)
B. serrata [3] Herkunft: Indien

Runde Tabletten mit einem Durchmesser von 12 mm und 5 mm Hohe, gleich-
maBige und einheitliche Erscheinung; durchgehende Spalte zum Zerteilen in
der Mitte einer der beiden flachen Seite. Weitgehend homogene, blass ocker-
farbene Farbe mit gelegentlichen braunen Einschliissen von > 1 mm

Keine

Schwach harzig, muffig, weihrauchartig

Homogenes, feines, nichtklumpendes Pulver mit leichtem schmutzig-gelb-
braun-ockerfarbenem Ton
MaiBig intensiv; harz- und weihrauchartig, eher dunkel und wenig aromatisch
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Sédurefraktion und Neutralkomponenten

Saurefraktion:

Neutralkomponenten:

Harz

Bezeichnung:

Kurzbezeichnung;:
Lieferant:

Art:

Aussehen:

Verunreinigungen:

Geruch:
Rohextrakt

Aussehen:

Geruch:

Homogenes, feines, leicht hellgelbes Pulver, z. T. gldnzend; geruchlos
Rel. homogene zdhe gelbbraune Masse; intensiv duftend (harzig, aromatisch,
Weihrauch, Holz)

Medikament Sallaki (Gufic Ltd., Bombay, Indien) Probe Nr. 22

Sallaki 400 (ayurvedic medicine), each tablet contains: Boswellia serrata
extract 400 mg., excipients q.s. Dose: as directed by the physician.Gufic
Health Care Limited, Udyam Baug, Belgaum, Karnataka (India), Mfg. Lic.
No. L-AUS-92, B. No. 101, 10 tablets, Mfd. Nov. 1997 , exp. Oct 2000, max.
retail price Rs. 17.55 incl. of all taxes

Bser Sal-1

— (Spende von Dr. Gerhardt, Klinikum Mannheim der Universitdt Heidelberg)
B. serrata [3] Herkunft: Indien

Etwas dunkler als H15-Tabletten (s. Probe 22), aber ansonsten identisch

Keine

Schwach harzig, muffig, weihrauchartig

Homogenes, feines, nichtklumpendes Pulver; schmutzigweill mit kaum wahr-
nehmbarem Gelbstich

Dunkel und harmonisch mit harzigen, weihrauchartigen und aromatischen
Noten

Sédurefraktion und Neutralkomponenten

Saurefraktion:

Homogenes, feines, leicht hellgelbes Pulver, z. T. glinzend; geruchlos

Neutralkomponenten: Homogenes, leicht klebriges, hellgelbes Pulver; miBig intensiv duftend: weih-

Harz

Bezeichnung:
Kurzbezeichnung;:
Lieferant:

Art:

Aussehen:

Verunreinigungen:

Geruch:

Nahrungserginzungsmittel mit B. sacra-Extrakt (HWS)

rauchartig, dunkel, wenig aromatisch

Probe Nr. 23

Weihrauch zur ergénzenden Versorgung mit wichtigen Néhrstoffen; L.-Nr. 17
Bsac HWSI

HWS GesmbH, A-5571 Mariapfarr (Handelsprobe)

B. sacra [1] Herkunft: k. A.

Linsenformige Tabletten mit einem Durchmesser von 10 mm, 5-6 mm
maximaler Hohe und einem 2-3 mm breiten Rand. Homogener, blasser, ocker-
farbener Braunton mit hdufigen, unregelmifig verteilten, braunen bis schwar-
zen Einschliissen

Keine

Intensiver, angenehmer Geruch (harzartig, nach Kirchenweihrauch)
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Rohextrakt
Aussehen: Homogenes, feines, nichtklumpendes hellgelbes Pulver
Geruch: MaiBig intensiv; harz- und weihrauchartig, dunkel, etwas aromatisch und

kirchlich

Sédurefraktion und Neutralkomponenten

Séurefraktion: Homogenes, feines, hellgelbes Pulver, z. T. glinzend; ganz leichte Note nach
Weihrauch und Holz
Neutralkomponenten: Homogenes, feines, hellgelbes Pulver mit schwachem Geruch nach Harz und
Kirchenweihrauch
Getrockneter Extrakt aus B. serrata (Biomex) Probe Nr. 24-27
Extrakte
Bezeichnung: ,,Boswellia serrata Extrakt ca. 85 %ig[3 62

... Lieferdatum Oktober 2000 [ohne Chargenbezeichnung]* (Probe Nr. 24, BII)

... Lieferdatum Oktober 2001 Lot BSE-005 / B-1“ (Probe Nr. 25, BI2)

... Lieferdatum Oktober 2002 Batch Nr. BSE 018/0011/B-2* (Probe Nr. 26, BI3)

... Lieferdatum Februar 2003 Batch Nr. BSE-018/0211/B-2* (Probe Nr. 27, BI4)
Kurzbezeichnung:  Bser Bl bis Bl4

Lieferant: Geschenk Prof. Trasch, FH Mannheim

Hersteller/Importeur: Biomex GmbH, Augustaanlage 37, 66165 Mannheim
Art: B. serrata [1] Herkunft: Indien
Aussehen: Bei allen Chargen handelt es sich um sdurereiche Zubereitungen, die durch

Extraktion des Harzes mit Ethylacetat und anschlieBender Verteilung zwischen
Methanol und Hexan hergestellt werden (s. Erlduterungen auf S. 54). Alle
Proben sind sehr feine, homogene, fast weille Pulver ohne erkennbare Beimi-
schungen oder Fremdkorper. Probe 27 (BI4) ist deutlich dunkler (braunlich-
gelb) als die anderen Proben. Da sich die Extrakte nicht vollstindig in Et,0,
MeOH und DCM I6sen, werden sie wie Harze behandelt.

Verunreinigungen:  Keine

Geruch: Praktisch geruchlos mit leichter harziger Note

Saurefraktion und Neutralkomponenten

Séurefraktion: BI1-BI3: homogenes feines hellbraunes Pulver; B/4 etwas dunkler. Keine der
Saurefraktionen neigt zum Verkleben; vereinzelt glinzende Korner bei allen
Proben

Neutralkomponenten: Schwacher Geruch: muffig, nach moderndem Holz und wenig nach Weihrauch

Ré&uchermischung ,,Paldstina® (J.G. Schreibmayr) Probe Nr. 28
Réiuchermischung
Bezeichnung: Weihrauch Paldstina Art. Nr. 305208

Kurzbezeichnung:  MPal JGS1
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Lieferant: J. G. Schreibmayr, Senserstr. 15, 81371 Miinchen (Handelsprobe)
Art: k. A. [0] Herkunft: k. A.
Aussehen: 2-6 mm grofe Harzstiicke in unregelméBiger, z. T. runder Form; intensive
gelbe, rote, griine und blaue Farbung einzelner Stiicke. Daneben Teile anderer
Pflanzen (Holzsplitter, Bliiten). Beim Weihrauchanteil dominieren gelbe bis
gelbbraune Farbtone
Verunreinigungen:  Entféllt (absichtliche Beimischung farbiger und geruchsaktiver Komponenten
zum Erzielen eines bestimmten Geruchseindruckes)
Geruch: Sehr intensiv. Kaum Weihrauchnoten, eher kirchlich und seifenartig mit
vorwiegend blumigen Noten
Rohextrakt
Aussehen: Homogenes, feines, blass-grauviolettes Pulver, das z. T. vom Einrotieren
verklumpt, aber trocken ist
Geruch: Sehr intensiv; durchdringende und unangenehme blumig-seifenartige Noten im

Vordergrund, die alles andere tiberdecken

Saurefraktion und Neutralkomponenten

Siurefraktion:

Neutralkomponenten:

Harz

Bezeichnung

Kurzbezeichnung;:
Lieferant:

Art:

Aussehen:

Verunreinigungen:

Geruch:

Homogenes, feines, hellgelbes Pulver, z. T. glinzend. Leichter Geruch wie bei
der Originalprobe, aber nicht nach Weihrauch

Homogene, klare, zéhe, kobaltblaue Masse, die intensiv wie die Originalprobe,
aber nicht nach Weihrauch riecht

Harz von Boswellia ameero (K63482, Kew) Probe Nr. 29

Resin from B. ameero

Aus der Beschreibung der EBC:

,,Cat. No.: 63482 42.00 BURSERACEAE Boswellia amero [...]

Donor: Pharm Soc GB; Donor No. 33 D 2 Donor date: 23/12/1896*
Weitere Informationen zur Probe™®: “in Proc. Roy. Soc. Edinb. xi. (1882)
505. 63482 Boswellia ameero Balf. f.

This sample was donated in 1896 by Dr IB Balfour who was responsible for
naming the species in 1882. Several plant specimens of B. ameero collected by
Balfour Feb to March 1880 in Socotra are in the herbarium at Kew. However 1
cannot link the resin sample to any herbarium specimen.*

Bame K63482

Harzsammlung in der Economic Botany Collections (EBC) in Kew Gardens, GB
B. ameero [3] Herkunft: Yemen, Insel Socotra

Ein Brocken, ca. 10 x 22 mm max. Ausdehnung; inhomogene Farbe und
Konsistenz, vorwiegend orange-gelb-braun; Bruchstellen glatt und glanzend
Kleine schwarze, n. i. Einschliisse

Angenehm aromatisch mit Minznote und etwas harzig



Anhang A: Beschreibung der verwendeten Harzproben 175

Rohextrakt
Aussehen: Homogenes, feines, hellgelbes, nichtklumpendes Pulver
Geruch: MaiBig intensiv: harzartig, aromatisch und Richtung Kaugummi

Saurefraktion und Neutralkomponenten

Saurefraktion: Homogene, orange-braune bis bernsteinfarbene, zdhe Masse mit sehr schwa-
chem und uncharakteristischem Geruch (etwas harzig)

Neutralkomponenten: Homogenes, lockeres, weiles Pulver mit leichtem Gelbstich, z. T. gldnzend.
Intensiver aromatisch und harziger Geruch, ein wenig nach Rinde und weite-
ren n. i. Komponenten.

Harz von Boswellia ameero (K63154, Kew) Probe Nr. 30
Harz
Bezeichnung: Resin from Boswellia ameero BALF. F.
,,Cat. No.: 62154 Location: Bottles, boxes etc. [...]
Geography description: Socotra Donor: Balfour Prof. Bayley

Donor No. 4 Donor date: 00/00/1880  Part(s) held: Exudate
Notes: Label source: Ameero of Wellstia ?*
Weitere Informationen zur Probe®**: | 63154 Boswellia ameero Balf. f.
The old label note with the sample says No 4.Ameero of Wellstead (?),
Boswellia sp. The sample was donated in 1880 by Prof. Bayley Balfour who
was responsible for naming the species in 1882.Several plant specimens of
B. ameero collected by Balfour Feb to March 1880 are in the herbarium
(Comm. Aug 1880).*

Kurzbezeichnung:  Bame K63154

Lieferant: Harzsammlung in der Economic Botany Collections (EBC) in Kew Gardens, GB
Art: B. ameero [3] Herkunft: Yemen, Insel Socotra
Aussehen: Fiinf unregelmifBig geformte Brocken von 5-10 x 10 mm von gelb-orange-

brauner Farbe
Verunreinigungen:  Rinde (wenig, anhaftend)

Geruch: Schwach aromatisch harzartig, wenig weihrauchartig
Rohextrakt
Aussehen: Homogenes, feines, hellgelbes nichtklumpendes Pulver
Geruch: Intensiv harz- und balsamartig (wenig nach Weihrauch), aromatisch und
dunkel

Saurefraktion und Neutralkomponenten

Saurefraktion: Inhomogene, gelb-orange-braune/bernsteinfarbene, zdhe Masse mit sehr
schwachem und uncharakteristischem Geruch

Neutralkomponenten: Homogene, gelb-orange, zihe Masse; mittelméBig intensiver harziger, aroma-
tischer Geruch
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Harz von Boswellia sacra (K72998, Kew) Probe Nr. 31
Harz
Bezeichnung: Resin from B. sacra FLUECK.
,Cat. No.: 72998 [...]
Collector: Fison T Collection date: 00/00/1993
Donor: Gillett J Common name(s): Incense
Part(s) held: Resin Uses: Resin use: Incense User: Man

(TDWG Use: MATERIALS)
Notes: Bought in market. Probably the same as B (Cat no 72997) but more
rubbish - bits of leaf, bark and sand, possibly either sample is Boswellia frere-

(3

ana
Weitere Informationen zur Probe®®: 72998 Boswellia sacra Flueck.
Bought by Mr T. Fison in Harzeisa c.1993 as incense. Donated by Jan Gillett
(a taxonomist who worked on Burseraceae at Kew).Donor No is JBG 5594.1t
was Jan Gillet who was responsible for the note saying there is the possibility
that it is the gum of Boswellia frereana which is also sold in N. Somaliland [as
well as B. sacra]*

Kurzbezeichnung:  Bsac K72998

Lieferant: Harzsammlung in der Economic Botany Collections (EBC) in Kew Gardens, GB
Art: B. sacra [3] Herkunft: Somalia (Hargeisa)
Aussehen: Zwei groBere (ca. 10 x 20 mm) braune bis dunkelbraune Stiicke mit leichtem

orange-rotlichen Stich und ein kleineres (2 x 2 mm) dhnliches Stiick
Verunreinigungen:  Rinde, andere Pflanzenteile

Geruch: Harzartig und etwas aromatisch; weihrauchartig

Rohextrakt
Aussehen: Homogenes, feines, weilles Pulver mit leichtem Gelbstich, z. T. gldnzend
Geruch: Intensiv, harmonisch mit aromatischen, harzigen und wiirzigen Noten

Saurefraktion und Neutralkomponenten

Séurefraktion: Inhomogene, gelb-orange Masse, z. T. zdhfliissig; schwacher, uncharakteris-
tischer, n. i. Geruch
Neutralkomponenten: Homogenes, mattweilles Pulver mit intensivem Geruch (aromatische Noten,

Nadelwald)
Harz von Boswellia carteri (K73308, Kew) Probe Nr. 32
Harz
Bezeichnung: Resin from B. carteri BIRDW. syn B. sacra FLUECK.
,Cat. no: 73308 [...] 9.1986.2 [...]
Donor: Joseph Bernstein Inc. Common name(s): Frankincense [...]

Notes: Supplied by Joseph Bernstein Inc., New York. Lundy Pentz, Mary
Baldwin College, Virginia.*

Weitere Informationen zur ProbeP®®®; 73308 Boswellia carteri Birdw. [the
name needs updating to B. sacra the currently accepted name]
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The Entry Book describes: Somalia Frankinsense donated by Dr Pentz (Dr
Lundy Pentz, Dept Biol., Mary Baldwin College, Staunton, Virginia 24401,
USA.) on a visit to Kew on 12.6.86.He added the following information. This
sample is of commercial frankinsense from suppliers to the perfumery industry
specifically Joseph Bernstein Inc, from New York, N.Y. It is sold under the
name Somalian Frankinsense and the suppliers do not know the botanical ori-
gin of the resins. Our TLC methods (described in the article from Perfumer
and Flavourist [presumably Hairfield, et al. Perf. Flav. 9:33, 1984]) identifies
the Somalian Frankinsense as perfectly matching the Kew Samples of Boswel-
lia carteri.

[Note there is no record saying which samples of B. carteri it was compared
to] Photographs of chromatograms of EcBot samples of B. carteri, B. papyri-
fera and B. serrata are available in archives (42.1983.1), unfortunately no de-
tails are given in the Entry Book on the particular specimens they were com-

pared to®.
Kurzbezeichnung:  Bcar K73308
Lieferant: Harzsammlung in der Economic Botany Collections (EBC) in Kew Gardens, GB
Art: B. carteri [3] Herkunft: Somalia
Aussehen: Ca. 2 Dutzend kleine (ca. 2 mm Linge) gelbe bis dunkelbraune unregelmiBige

Brocken, Tropfen und Trénen
Verunreinigungen: ~ Wenige Rindenteile, Spuren n. i. weiterer Verunreinigungen
Geruch: Nach Rinde/Holz

Rohextrakt
Aussehen: Homogenes, feines, hellgelbes Pulver, z. T. glinzend
Geruch: Intensive Harz- und Rinden-/Holznoten und etwas nach Weihrauch

Sédurefraktion und Neutralkomponenten

Saurefraktion: Inhomogene, gelb-braune, zihe Masse, die nach Rinde und feuchtem Holz
riecht

Neutralkomponenten: Homogenes, feines, weiles Pulver mit leichtem Gelbstich. Intensiver ange-
nehm harziger und weihrauchartiger Geruch, daneben dunkle, aromatische, fri-
sche und kirchliche Note.

Harz von Boswellia papyrifera (K63171, Kew) Probe Nr. 33
Harz
Bezeichnung;: Resin from Boswellia papyrifera HOCHST.
,»Cat. no.: 63171 [...] EBN: 9.1986.1

Donor: Meer Corporation New York

Donor notes: Pentz Lundy Mary Baldwin College Virginia
Common name(s): Ethiopian Frankincense

Part(s) held: Exudate*

Weitere Informationen zur Probel*®”!

,»03171 Boswellia papyrifera Hochst.
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The Entry Book describes: Ethiopian Frankinsense donated by Dr Pentz (Dr
Lundy Pentz, Dept Biol., Mary Baldwin College, Staunton, Virginia 24401,
USA.) on a visit to Kew on 12.6.86. He added the following information. This
sample is of commercial frankinsense from suppliers to the perfumery industry
specifically the Meer Corporation, from New York, N.Y. It is sold under the
name Ethiopian Frankinsense and the suppliers do not know the botanical ori-
gin of the resins. Our TLC methods (Described in the article from Perfumer
and Flavourist, [Note: I have not yet tracked down this reference] identifies the
Ethiopian Frankinsense as perfectly matching the Kew Samples of Boswellia
papyrifera.

[Note there is no record saying which samples of B. papyrifera it was com-
pared to]. Photographs of chromatograms of EcBot samples of B. carteri,
B. papyrifera and B. serrata are available in archives (42.1983.1), unfortu-
nately no details are given in the Entry Book on the particular specimens

used.*
Kurzbezeichnung:  Bpap K63171
Lieferant: Harzsammlung in der Economic Botany Collections (EBC) in Kew Gardens, GB
Art: B. papyrifera [3] Herkunft: Athiopien
Aussehen: Ein einzelner groBer (12 x 16 mm) gelbbrauner Brocken mit Anhaf-
tung/Einschluss

Verunreinigungen:  Rindenteil anhaftend
Geruch: Intensiv aromatisch und etwas frisch, fruchtig, Zitrus (Orangenschale), nicht
nach Harz oder Weihrauch

Rohextrakt
Aussehen: Homogenes, feines, hellgelbes Pulver; matt und zum Verklumpen neigend
Geruch: Intensiv aromatisch (Zitrus Richtung Orangenschale) und frisch, wenig nach

Harz oder Weihrauch

Saurefraktion und Neutralkomponenten

Saurefraktion: Inhomogene, gelbbraune viskose Masse mit sehr schwachem, uncharakteristi-
schem Geruch

Neutralkomponenten: Homogene, klare, gelbe, viskose Masse mit intensivem und angenehmem
Duft. Es iiberwiegen aromatische Zitrusnoten (Orangenschale) neben leicht
balsamische Noten
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Anhang B: Trennschemata zur Isolierung von DhAbiA 38 und AbiA-Isomeren 39

9,69 g Sdurefraktion
aus B. serrata (Bser Grl, Harz 1)
entsprechend 16.4 g Extrakt bzw. 46.8 g Harz

unbekannte Verb.

DhAbiIA

DhAbIA + AbiA(-Isomere)

AbiA(-Isomere)

FCI:
FC2:
FC3:
FC4:
FC5:
FCeé:

5 em:Kieselgel; Pentan:Et,0 5:1 +1% HOAc
2.5cm; RP-Kieselgel; MeCN:MeOH:Wasser 42,5:42,5:15
1.5 cm; RP-Kieselgel: MeCN:MeOH:Wasser 42.5:42.5:15
2.5cm; RP-Kieselgel; MeCN:MeOH:Wasser 42,5:42.5:15
1.5cm; RP-Kieselgel; MeCN:MeOH:Wasser 40:40:20
1,5cm; RP-Kieselgel; MeCN:MeOH:Wasser 40:40:20

FC1
v v
23.3 mg Vorlauf 2.0144 g Frkt. 1-50 Rest Summe
. . icht
unbekannte Verb. (Dh)AbiA + AbiA(-Isomere) ABA + andere Boswelliasduren b e?t?nlnnt
FC2
i h 4 l
90.8 mg Frkt. 5-29 307.4 mg Frkt 30-49 1.263.9 mg Frkt. 50-60
82.5°
unbekannte Verb. verunreinigte DhAbIA ADbiA (-Isomere) = e
FC3
h A
11.2 mg Frkt. 4-10 253.3 mg Frkt. 11-23 5.9 mg Frkt. 24-40 88.0 %
unbekannte Verb. verunreinigte DhAbIA AbiA(-Isomere) :
Umkristallisation aus MeOH/Wasser P
- - FC 4
h 4 '
199.6 mg
DhAbiA-Kristalle 4
- 179.6 mg Frkt. 1-22 || 556.8 mg Frkt. 23-42 | [418.8 mg Frkt. 43-65 91.0 %
53.7 mg verunreinigte DhAbiA || DhAbIA + AbiA(-Isomere) AbiA(-Isomere) o
DhADiA in Mutterlauge
| FCe6
FCS5
i : |
98.2 mg Frkt. 1-18 |/95.4 mg Frkt. 19-32 56,0 mg Frkt. 11-30 ||423.9 mg Frkt. 31-50 2620
]

Abb. 80: FlieBschema zur Isolierung von DhAbiA 38 und AbiA-Isomeren 39 aus der Séurefraktion
von B. serrata (Harzprobel, Bser Grl). Details siche Kap. 4.5.2.2.
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4,00 g Siiurefraktion
aus Kolophonium

entsprechend 4,50 g Extrakt bzw. 4,50 g Harz

FC1
1.636,3 mg 286.5 mg 869,0 mg 718,7 mg
Vorlauf+ Frkt. 1-25 Frkt. 26-48 Frkt. 49-90 Nachlauf

DhADiIA + AbiA(-Isomere)
+unbekannte Verb.

DhADbiA + AbiA(-Isomere) | |unbekannte Verb.

unbekannte Verb.

FC2
52,4 mg 290.9 mg 1.202.2 mg 50,1 mg Nachlauf
T 1 > b] 0127 -+ AR
Vorlauf + Frkt. 1-20 Frkt. 21-37 Frkt. 38-44 AbiA (-Isomere)
unbekannte Verb. DhAbiIA AbiA-Isomere
\ Umkristallisation aus
» A Methanol/Wasser erfolglos
FC3

104.0 mg Frkt. 1-18 356.4 mg Frkt. 19-48
unbekannte Verb. DhAbIA

FC1:
FC2:
FC3:

5 em;Kieselgel; Pentan:Et,0 5:1 +1% HOAc
2.5cm; RP-Kieselgel; MeCN:MeOH:Wasser 40:40:20
1.5 cm; RP-Kieselgel; MeCN:MeOH:Wasser 40:40:20

80,2 mg Frkt. 49-51
ADiA (-Isomere)

87.7 %

97.6 %

93.6 %

Abb. 81: FlieBschema zur Isolierung von DhADbiA 38 und AbiA-Isomeren 39 aus Kolophonium.
Details sieche Kap. 4.5.2.3.
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Anhang C: Vergleich der NMR-Verschiebungen ausgewihlter Boswelliasduren

Tab. 28: Vergleich der C-NMR-Verschiebungen von B-ABA 2 mit Literaturangaben zu dieser
Verbindung und dem Strukturanalogon 3-Oxo-B-BA-Me 57. Zur Diskussion der Diskrepanzen (fett
hervorgehoben) siehe Kap. 3.5.1 ab S. 97.

B-ABA 2 B-BA 1 3-Oxo-
C-Atom B-BA-Me 57
eigene Daten™®™ | Belsner ef al.®" | eigene Daten™®! | Culioli er al.”™ | Loganathan ez al.**"

1 34.55 34.59 33.76 339 40.08
2 23.62 23.63 26.13 26.2 35.63
3 73.23 73.42 70.68 70.8 207.78
4 46.69 46.73 47.30 474 56.57
5 50.64 50.67 49.02 49.1 57.24
6 19.60 19.64 19.61 19.7 19.61
7 33.08 33.10 33.03 33.1 31.95
8 40.05 40.07 39.94 40.0 38.93
9 46.83 46.85 46.73 46.8 45.61
10 37.43 3743 37.46 37.5 36.19
11 23.43 23.44 23.35 234 22.70
12 124.50 124.59 124.40 124.5 123.07
13 139.60 139.56 139.50 139.6 138.86
14 42.29 42.30 42.21 42.3 41.26
15 26.56 26.57 26.39 26.5 25.60
16 28.14 28.16 28.02 28.1 27.09
17 33.81 33.83 33.76 33.8 32.80
18 59.19 59.22 59.04 59.2 58.18
19 39.77 39.63 39.62 39.7 38.71
20 39.62 39.78 39.53 39.6 38.60
21 31.27 31.29 32.21 31.3 30.24
22 41.53 41.55 41.46 41.5 40.50
23 23.68 23.65 24.16 24.2 19.96
24 182.5 182.3 183.40 183.1 173.23
25 13.29 13.36 13.24 13.3 12.41
26 16.89 16.90 16.84 16.9 15.87
27 23.27 23.28 23.18 23.2 22.12
28 28.77 28.79 28.77 28.8 27.77
29 17.46 17.47 17.44 17.4 16.47
30 21.38 21.37 21.39 214 20.34
31 170.3 170.3 — — 50.98
32 21.31 21.31 — — —
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Tab. 29: Vergleich der 'H-NMR-Verschiebungen von B-ABA 2 mit Literaturangaben zu dieser
Verbindung und dem Strukturanalogon 3-Oxo-B-BA-Me 57. Zur Diskussion bedeutsamer Diskrepan-
zen (fett hervorgehoben) siehe Kap. 3.5.1, S. 97.

B-ABA 2 B-BA 1 3-Oxo-
H- B-BA-Me 57
Atome eigene Daten®® | Belsner er al®V | eigene Daten™®™ | Culioli er al.®” | Loganathan ez al.**™
o B o B o B k. A. zu o/B o B
1 1.22 1.51 1.19 | 1.48 1.32 1.50 1.33;1.49 1.34 2.02
2 1.64 2.14 | 215 | 1.64 1.59 2.23 2.24;1.60 2.37 2.95
3 — 5.28 5.30 — 4.08 4.08 —
4 _ _ _ _ _ _
5 1.45 — 1.39 1.49 — 1.50 1.25
6 1.71 1.81 1.81 | 1.71 1.70 1.83 };(3) 1.80 1.93
7 1.58 1.40 1.53 | 1.40 1.55 1.40 1.41;1.58 1.53 1.43
8 _ _ _ _
9 158 | — | 157 161 | — 1.63 156 | —
10 — — — — —
1 190 | 193 [ 169 ] 1.69 | 190 | 194 | 118;1.92 | 1.9 | 1.99
12 5.15 5.15 5.14 5.14
13 — — — — —
14 — — — — —
15 1.04 1.90 1.83 | 1.00 1.01 1.84 igé 1.02 1.87
16 2.00 0.87 2.01 | 0.85 2.01 0.87 0.88 ;2.02 2.00 0.88
17 — — _ _ _
18 — 1.33 1.28 — — 1.33 1.34 — 1.32
19 1.32 — 1.87 - 1.35 — 1.34 1.33 —
20 — 0.91 0.9 — — 0.92 0.94 — 0.91
21 1.26 1.39 1.37; 1.23 1.27 1.41 }‘2‘? 1.27 1.39
22 1.43 1.27 1.40 | 1.25 1.41 1.27 1.27;1.45 1.25 1.45
23 1.24 1.24 1.35 1.34 1.37
24 — — — — —
25 0.90 0.92 0.91 0.91 1.08
26 1.05 1.05 1.05 1.05 1.08
27 1.12 1.12 1.10 1.11 1.05
28 0.80 0.81 0.81 0.83 0.81
29 0.77 0.79 0.79 0.80 0.79
30 0.91 0.92 0.92 0.94 0.92
31 — — — — 3.68
32 2.09 2.10 — — —
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Anhang D: Testergebnisse mit der monolithischen HPLC-Séule

Tab. 30: Vergleich der Driicke bei Chromolith- und herkdmmlichem RP-Material. —: nicht gemessen.

MeOH-Anteil | Flussrate Druck [MPa]
[%] [m! x min"'] | Chromolith | Saphir
65 1,2 - 17,6
85 1,2 - 12,4
90 1,2 0,86 6,60
85 1,5 - 15,1
50 2,0 2,60 -
100 2,0 1,00 -
50 3,0 5,30 -
60 3,0 4,95 -
100 3,0 1,42 -
90 4,0 3,84 _
80 4,0 4,98 -
85 4,0 4,45 -
40 5,0 8,44 -
50 5,0 8,38 -
60 5,0 8,10 -
70 5,0 7,32 -
80 5,0 6,27 -
90 5,0 4,82 -
100 5,0 3,45 -

Tab. 31: Vergleich der HPLC-Ubersichtschromatogramme auf Chromolith-Material. *) Elution der
unpolarsten Komponente (3-ABA 2), d. h. ohne Aquilibrierzeit.

Gradient Trennung Trennung Trennung Gesamtdauer*
Nr. polarer mittelpolarer unpolarer [min]
Verbindungen | Verbindungen | Verbindungen
11 schlecht gut gut 20
12 schlecht gut schlecht 20
13 schlecht gut schlecht 21
14 schlecht gut gut 21
15 gut gut gut 21
16 schlecht gut gut 19
17 schlecht gut gut 22
18 gut gut gut 22
19 gut gut gut 24
20 gut gut gut 21
(s. Abb. 27, S. 59)
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Anhang E: FAME-GC-MS-Chromatogramme von Harzsduren aus Kolophonium

Die Chromatogramme zeigen jeweils von unten nach oben: Totalionenstrom (TIC), cha-
rakteristische Massenspuren bei m/z = 121 (fiir Abietin- wie Pimarinséuren), 314 (Dehydroa-
bietinsduremethylester) und 316 (Methylester von Abietinsdure und deren Isomeren). Zu den
Aufnahmebedingungen s. Abschnitt 4.4 (S. 113) und 4.5.2.4 (S. 120). Zur Identifizierung der
Peaks sieche Kap. 3.2.1 (S. 60). Chromatogramme 1 und 2 stellten sich als Fehlmessungen
heraus und werden nicht gezeigt.
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Abb. 82: GC-MS-Chromatogramm der Methylester von AbiA-Isomeren 39 aus Weihrauchharz
(Probe 1, Bser Grl), Lauf 3.
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Abb. 83: GC-MS-Chromatogramm des Methylesters von DhAbiA 38 aus Weihrauchharz (Probe 1,
Bser Grl), Lauf 4.
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Abb. 84: GC-MS-Chromatogramm der Methylester von AbiA-Isomeren 39 aus Kolophonium

(Probe 1, Bser Grl), Lauf 5.
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Abb. 85: GC-MS-Chromatogramm der
(Probe 1, Bser Grl), Lauf 6.
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Abb. 86: GC-MS-Chromatogramm der Methylester von technischer AbiA 41, Lauf 7.



Anhang F: Vergleich von DC-Systemen zur Weihrauchanalytik

187

Anhang F: Vergleich von DC-Systemen zur Weihrauchanalytik

Tab. 32: Vergleich von DC-Systemen zur Weihrauchanalytik. Bewertungen: —: schlecht; +: maBig;
++: gut; +++: sehr gut. * Mischungsverhiltnis aus der Literatur {ibernommen und nicht optimiert. Die
Entwicklungszeit wurde bei < 15 min als ,,sehr gut“, bei <25 min als ,,gut“ und bei > 25 min als
,»-malig* bewertet.

MeCN:Wasser MeOH:Wasser Pentan:Et,0 Hexan:EtOAc Toluol:EtOAc:
+1 % HOAc +1 % HOAc HCOOH:PE
(80-110 °C)
Phase RP RP Si0, SiO, Si0,
Uberblick 4+ ++ ++ ++ ++
bestes Mischungs- 90:10 90:10 2:1 5:1 8:2:0,3:1%*
verhiltnis (optimiert) (optimiert) (optimiert) (optimiert)
Trennung von...
..BA/ABA ++ -+t +++ ++ ++ +++
..KBA/AKBA + -+ -+ ++ ++ +++
...DhAbiA/AbIA +++ +++ - — _
...BAs/(Dh)AbiA ++ - + ++ ++ ++
Tailingneigung wenig wenig sehr wenig mittel wenig
Entwicklungszeit ++ +-++ +++ +++ +
Fleckform ++ ++ + -+ ++ ++
Quelle / Kommentar BA/AKBA kaum | etwas schlechter | Hahn-Deinstrop
getrennt als Pentan:Et,0- | und Koch!?;
Mischungen Ennet et al.®®
DCM:MeOH CHCl;:iPrOH Aceton in DCM Hexan:Aceton DCM:MeOH:
Aceton
Phase Si0O, SiO, Si0, Si0O, SiO,
Uberblick + -+ + -+ - - +
bestes Mischungs- 30:1 30:1 2%* 7:3* 88:10:2*
verhiltnis (optimiert) (optimiert)
Trennung von...
..BAJABA ++ ++ - ++ ++
... KBA/AKBA ++ ++ - ++ ++
... DhAbiA/AbiA - - - ++ —
... BAs/(Dh)AbiA + + + -
Tailingneigung wenig wenig keine mittel wenig
Entwicklungszeit +++ ++ ++ ++ ++
Fleckform +-++ — — — +
Quelle / Kommentar Hairfield et al.”* | Krohn er al.P?%" | Sailer;™ keine

Trennung von
ABA und
DhAbiIA/AbiA
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