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Vorwort

Fossile Seelilien in der Sammlung des Geologisch-Paldontologischen Instituts der Universitat
Heidelberg mit einer auffallenden violetten Farbung bildeten den Ausgangspunkt der
vorliegenden Arbeit. Die Frage nach der Natur solcher Fossilfarbungen fiihrte dann iiber
Recherchearbeiten zu grundlegenden Untersuchungen von Dr. Max Blumer, durch die mein
Interesse weiter bestiarkt wurde. Schlieflich ermdglichte mir ein Stipendium der

Landesgraduiertenforderung Baden-Wiirttemberg eine eingehende Untersuchung.

Die vorliegende Arbeit, die in Teilen bereits verdffentlicht wurde (siehe Publikationsliste),
wurde am Institut fiir Umwelt-Geochemie der Fakultit fiir Chemie und Geowissenschaften im
Arbeitskreis von Prof. Heinz Friedrich Scholer durchgefiihrt. Thm mochte ich an dieser Stelle
herzlich fiir die Betreuung des eigenstdndigen Forschungsthemas und die gewéhrte
wissenschaftliche Freiheit bei der Bearbeitung danken. Ebenso mdochte ich Prof. Heinz Falk
(Universitdt Linz) fiir seine wertvollen Hinweise zur Chemie der Phenanthroperylenchinone,
zahlreiche anregende Diskussionen und die Bereitstellung synthetischer Referenzproben
sowie Dr. Jirgen H. Gross (Universitit Heidelberg) fiir sein groBes Interesse, die
Ermoéglichung umfangreicher massenspektrometrischer Messungen und seine Hilfe bei deren

Auswertung herzlich danken.

Ich danke auBerdem Dr. Hans Hagdorn (Muschelkalkmuseum Ingelfingen), Dr. Norbert
Hauschke (Universitit Halle-Wittenberg), Dr. Hans Hess (Naturhistorisches Museum Basel),
Dr. Christian Neumann (Museum fiir Naturkunde Berlin) und Prof. Max Urlichs (Staatliches
Museum fiir Naturkunde Stuttgart) fiir den Zugang zu Sammlungsmaterial bzw. fiir die
grof3zligige Bereitstellung von fossilen Proben sowie Dr. Michael Diehm, Dr. Karl Neuberger
(Phytoplan, Heidelberg) und Prof. Wolfgang Steglich (LMU, Miinchen) fiir die Bereitstellung
von Referenzproben. Dr. Sabine Giesa, Herbert Hamacher und Dr. Joachim Wesener (Bayer
Industry Services, Leverkusen) danke ich fiir FT-ICR-MS-Messungen und den Mitarbeitern
der massenspektrometrischen Abteilung Norbert Nieth, Angelika Seith und Bianca Flock fiir
die geduldige Aufnahme unzéhliger Massenspektren. Des weiteren danke ich Prof. Rainer
Altherr fiir die Ermoglichung von Diinnschliffen, Dr. Gerhard Schilling fiir die Ermoglichung
von Kernresonanzspektren sowie Dr. Thomas Oeser und Petra Krdmer fiir die
Kristallstrukturanalyse bzw. die IR-Messung des synthetisierten Kohlenwasserstoffs. Nicht
zuletzt mochte ich Gerhard Kilian fiir zahlreiche Hinweise zur HPLC sowie fiir seine Hilfe

bei der Inbetriebnahme und Reparatur der HPLC-Anlage danken.






Kurzfassung

In violett gefarbten Exemplaren der Crinoide Liliocrinus aus dem Oberen Jura der Schweiz
wurde eine auBergewohnliche Serie von fossilen organischen Pigmenten aus der Gruppe der
Phenanthroperylenchinone entdeckt. Mit den zur Zeit der Entdeckung verfiigbaren
analytischen Methoden konnte die genaue chemische Struktur dieser Verbindungen
(Fringelite) allerdings nur unter Vorbehalt bestimmt werden. Crinoiden mit &hnlichen
Farbungen wie bei Liliocrinus sind auch aus der Trias bekannt, wurden bislang aber nicht

detailliert auf ihre organischen Inhaltsstoffe hin untersucht.

Um die Struktur und die Verbreitung der Fringelite nidher zu ermitteln, wurden in der
vorliegenden Arbeit Proben der violett gefarbten Crinoiden Liliocrinus munsterianus vom
urspriinglichen Vorkommen der Fringelit-Pigmente sowie von Carnallicrinus carnalli und
Encrinus cf. spinosus aus der Mittleren Trias von Deutschland bzw. Polen untersucht. Dabei
wurden die Proben nach Aufschlufl mit Salzsdure mit organischen Losungsmitteln sequentiell
extrahiert und die Extrakte anschlieBend mit Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
(HPLC) wund verschiedenen spektroskopischen Methoden (UV/Vis-Spektroskopie,
Massenspektrometrie, Kernresonanzspektroskopie) analysiert. Durch Vergleich mit
authentischen Referenzproben konnten die Pigmente schlielich als Hypericin (C;30H60s),
Desmethylhypericin (C,9H140g) und Fringelit F (CysH;20s) identifiziert werden. Ein in
geringen  Mengen  vorkommender  Kohlenwasserstoff  konnte als  1,2,3,4,5,6-

Hexahydrophenanthro[1,10,9,8-opgra]perylen charakterisiert werden.

Die analytischen Ergebnisse zeigen, da3 es sich bei den sogenannten Fringelit-Pigmenten in
Wirklichkeit um Hypericin und damit nahe verwandte Phenanthroperylenchinone handelt und
daB die fossile Uberlieferung dieser Pigmente viel weiter zuriickreicht als bislang bekannt
war. Hypericin ist vor allem durch sein Vorkommen im Johanniskraut (Hypericum
perforatum), einer weit verbreiteten Heilpflanze, bekannt. Eine Gruppe bromierter Hypericin-
derivate wurde allerdings auch in der rezenten Crinoide Gymmnocrinus richeri gefunden.
Letzteres Vorkommen 148t darauf schlieBen, dall es sich bei den Pigmenten der fossilen
Crinoiden um nahezu original erhaltene Naturstoffe bzw. um nur gering verdnderte

Diageneseprodukte handelt.






Abstract

An exceptional series of fossil organic pigments, which belong to the group of
phenanthroperylene quinones, has been discovered in violet coloured specimens of the Upper
Jurassic crinoid Liliocrinus from Switzerland. However, with the analytical methods available
at the time of the discovery, the exact chemical structure of these compounds (fringelites)
could be determined only tentatively. Crinoids with colourations similar to those found in
Liliocrinus are also known from the Triassic, but have not been analysed for their organic

constituents in detail until now.

In order to get further insights into the structure and distribution of the fringelites, samples of
the violet coloured crinoids Liliocrinus munsterianus from the original locality of the
fringelite pigments as well as of Carnallicrinus carnalli and Encrinus cf. spinosus from the
Middle Triassic of Germany and Poland, respectively, were analysed in the present work.
Samples were sequentially extracted with organic solvents following treatment with
hydrochloric acid and extracts were subsequently analysed by high-performance liquid
chromatography (HPLC) and different spectroscopic methods (UV/Vis spectroscopy, mass
spectrometry, nuclear magnetic spectroscopy). By comparison with authentic reference
samples the pigments could be identified as hypericin (Cs30H;60g), demethylhypericin
(C29H40g) and fringelite F (CysH;20s). A hydrocarbon, present in minor amounts, could be
characterized as 1,2,3,4,5,6-hexahydrophenanthro[1,10,9,8-opgra]perylene.

The analytical results show that the so-called fringelite pigments in fact are hypericin and
closely related phenanthroperylene quinones and that the stratigraphic range of these pigments
is much wider than previously known. Hypericin is usually known by its occurrence in the
widespread medicinal plant St. John’s wort (Hypericum perforatum). But a group of
brominated hypericin derivatives has been also found in the living crinoid Gymnocrinus
richeri. The latter occurrence suggests that the pigments of the fossil crinoids represent almost

originally preserved natural products or only minor changed diagenetic products.
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1 Einleitung

1.1  Organische Biomolekiile in der fossilen Uberlieferung

Aus geologischen Proben ist eine Vielzahl von organischen Molekiilen bekannt, die noch in
wesentlichen Teilen ihrer urspriinglichen chemischen Struktur erhalten sind (Abb. 1-1).
Solche Verbindungen (molekulare Fossilien) konnen wichtige Informationen zu ihrem
biologischen Ursprung und zu den geochemischen Prozessen seit ihrer Entstehung liefern
(Logan et al., 1991). Die iltesten bekannten molekularen Fossilien aus Sedimenten des
Prakambriums (Brocks und Summons, 2004) ermdglichen so z. B. Einblicke in die friihe

Entwicklung des Lebens, die auf andere Weise nicht zugédnglich wiren.

)\/\)\/\)\/\/K/\O
Desoxophylloerythro-
Chlorophyll a Etioporphyrin

Abb. 1-1: Beispiel eines molekularen Fossils (Desoxophylloerythro-Etioporphyrin) und seiner vermuteten

Ausgangsverbindung (Chlorophyll a) (nach Treibs, 1936). M = Kation (z. B. Ni*", VO*").

Fiir die Erhaltung von molekularen Fossilien sind vor allem die chemische Stabilitét der
Verbindung, die Art der Einbettung und der Ablauf der Diagenese von Bedeutung (Logan et
al., 1991); das Erhaltungspotential ist dabei fiir die einzelnen Naturstoffgruppen sehr
unterschiedlich. Wéhrend Nukleinsduren, Proteine und Kohlenhydrate im allgemeinen nur ein
geringes Erhaltungspotential aufweisen, ist das Erhaltungspotential bestimmter Lipide (z. B.
Steroide, Hopanoide) relativ hoch. Noch grofer ist das Erhaltungspotential von Biopolymeren

wie z. B. Lignin und Sporopollenin (Logan et al., 1991).

1.2 Die Fringelit-Pigmente und verwandte Kohlenwasserstoffe

Einige molekulare Fossilien sind noch am Ort ihrer Entstehung erhalten bzw. kommen in

engem Zusammenhang mit Fossilien bestimmter Organismen vor. Zu dieser Gruppe von
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endogenen fossilen Verbindungen zdhlen auch die sogenannten Fringelit-Pigmente, die in
violett gefarbten Exemplaren der jurassischen Crinoide ,Millericrinus® (= Liliocrinus)

entdeckt wurden (Blumer, 1951).

Die Fringelit-Pigmente wurden (iiberwiegend auf der Grundlage von Absorptionsspektren) als
hydroxylierte Phenanthroperylenchinone mit einer jeweils unterschiedlichen Anzahl an
Hydroxygruppen beschrieben (Abb. 1-2) (Blumer, 1960, 1962a, 1965, 1976). Dabei weist
Fringelit D mit acht Hydroxygruppen die groBte Zahl an funktionellen Gruppen auf,
wiahrend Fringelit H mit vier Hydroxygruppen das am geringsten substituierte Derivat

darstellt.

Fringelit F Fringelit H

Abb. 1-2: Strukturformeln der Fringelit-Pigmente (nach Blumer, 1965) mit Bezifferung von Fringelit D.

Mehrere Fringelit-Pigmente sind auch synthetisiert worden [Fringelit D (Freeman et al., 1994;
Falk und Mayr, 1995), Fringelit F (Cameron und Raverty, 1976; Rodewald et al., 1977),
Fringelit H (Brockmann et al., 1950)], die Strukturen der fossilen Pigmente wurden allerdings

bis heute nicht bestétigt.

Neben den Pigmenten wurden in ,Millericrinus® in geringen Mengen verschiedene
polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAKs) gefunden (Blumer, 1962b; Thomas
und Blumer, 1964) (Abb. 1-3). Unter diesen sind vor allem die Verbindungen mit acht bzw.

neun Ringen von Interesse. Im Gegensatz zu den anderen festgestellten PAKSs, die in fossilen
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und rezenten Sedimenten weit verbreitet auftreten, wurden diese Verbindungen bisher
ausschlieflich in ,Millericrinus* gefunden. Aufgrund ihrer strukturellen Verwandtschaft

wurden sie als Transformationsprodukte der Pigmente interpretiert.

NPT~

8,9,10,11,12,13-Hexahydro- Dibenzo[bc,eflcoronen 1,2,3,4,5,6-Hexahydro-
dibenzo[bc,eflcoronen phenanthro[1,10,9,8-opqra]
perylen

Benzo[ghi]perylen Dibenzo[def,mno]chrysen Benzo[a]pyren
]
| g
O“O \ » gag

Benzo[e]pyren Perylen Fluoranthen

Pyren Phenanthren Anthracen

Abb. 1-3: Strukturformeln der in ,,Millericrinus* festgestellten PAKs (nach Thomas und Blumer, 1964).

1.3 Aufbau und Vorkommen von Crinoiden

Crinoiden sind marine Tiere und gehoren wie Seeigel und Seesterne zum Stamm der
Stachelhduter (Echinodermata). Man unterscheidet zwischen gestielten, in der Regel mit einer
Wurzel oder Haftscheibe am Meeresboden verankerten Crinoiden (Seelilien) (Abb. 1-4), und
frei schwimmenden Formen (Comatuliden) (Ausich et al., 1999; Hess und Ausich, 1999). Ein
charakteristisches Merkmal aller Crinoiden (wie aller Echinodermen) ist das Vorkommen

eines aus zahlreichen Einzelelementen bestehenden Innenskeletts aus Calcit. Die
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Skelettelemente weisen dabei eine stark pordse Mikrostruktur (Stereom) auf (Abb. 1-5), deren

Hohlrdume beim lebenden Tier mit Gewebe ausgefiillt sind (Ausich et al., 1999).

Abb. 1-5: Porose Mikrostruktur des Crinoideninnenskeletts. Rasterelektronenmikroskopaufnahme eines
Skelettelements (Brachialplatte) der rezenten Crinoide Promachocrinus kerguelensis, Malistab jeweils 100 pm

(Ausich et al., 1999).
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Abb. 1-6: Evolutiondre Entwicklung der Crinoiden basierend auf der Anzahl der Gattungen (nach Hess und

Ausich, 1999). Ma = Millionen Jahre.

Aus der fossilen Uberlieferung sind etwa 6000 Crinoidenarten bekannt; die friihesten davon
stammen aus dem Unteren Ordovizium (Abb. 1-6). Heute kommen noch etwa 600 Arten vor,
von denen etwa 80 gestielte Formen sind (Hess und Ausich, 1999). Wihrend heutige gestielte
Crinoiden fast ausnahmslos in Meerestiefen von mehr als 200 m vorkommen, treten heutige

Comatuliden vor allem in flachen Schelfgewissern auf.
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1.4 Farbungen bei fossilen Crinoiden

Crinoiden mit einer charakteristischen purpurnen bis violetten Firbung sind bereits seit
Beginn des 19. Jahrhunderts bekannt und wurden aus dem Jura (Parkinsonl, 1808; Bather,
1893; Taylor, 1983; Salamon und Zaton, 2005) wie auch aus der Trias (Jackel, 1894; Biese,
1927; Klages, 1965; Hagdorn, 1980, 1982; Ernst und Loffler, 1993; Bielert und Bielert, 1995,
1996) beschrieben. Unter den triassischen Crinoiden ist dabei vor allem die charakteristische
Farbung von Carnallicrinus carnalli (friher Chelocrinus carnalli) aus dem Unteren

Muschelkalk von Freyburg/Unstrut bekannt geworden (Abb. 1-7).

Abb. 1-7: Vollstindige Exemplare von Carnallicrinus carnalli mit charakteristischer violetter Farbung, Mittlere
Trias, Anisium, Unterer Muschelkalk, Jena Formation, Schaumkalk, Freyburg/Unstrut, Deutschland, Sammlung

Bergakademie Freiberg.

Vor den Untersuchungen Blumers wurden bereits verschiedene Versuche unternommen, um
die Natur violetter Crinoidenfarbungen aufzukldren. Frithe chemische Untersuchungen
ergaben aber keine Hinweise auf bestimmte organische oder anorganische Pigmente (Bather,
1893; Biese, 1927). So schreibt etwa Bather (1893): ,,Experiments on a few fragments, chiefly
of Apiocrinus, have failed to extract any organic pigment such as the dusky purple ,,acid
pentacrinin“ of Prof. Moseley. This indeed was hardly to be expected, since so complicated a

chemical compound could not well be preserved by the ordinary processes of fossilisation®.

" Es handelt sich hierbei um den britischen Arzt, Apotheker und Paldontologen James Parkinson (1755-1824),
dem Entdecker der spéter nach ihm benannten Parkinson-Krankheit.
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In jiingerer Zeit wurden gefarbte Fossilien auch durch UV/Vis-Reflexionsspektroskopie
untersucht (Falk et al., 1994; Mayr, 1996; Falk, 1997; Falk und Mayr, 1997). Dabei konnte
eine Abgrenzung von organischen und anorganischen Pigmenten vorgenommen werden.
Dariiber hinaus konnten Hinweise fiir eine groBere Verbreitung der Fringelit-Pigmente in der

fossilen Uberlieferung gefunden werden.

1.5 Pigmente in rezenten Crinoiden

Rezente Crinoiden sind fiir ihre hdufig intensiven Farbungen bekannt und wurden bereits sehr
frith auf entsprechende Farbstoffe hin untersucht (Moseley, 1877). In frei schwimmenden
Crinoiden wurden lineare und angulare Naphthopyrone (Francesconi, 1980; Sakuma et al.,
1987), Naphthochinone (Takahashi et al., 2002), Anthrachinone (Powell und Sutherland,
1967; Powell et al., 1967; Erdman und Thomson, 1972; Bartolini et al., 1973; Takahashi et
al., 2002), Bianthrone und Phenanthroperylenchinone (Rideout und Sutherland, 1985)
festgestellt. Uber die Pigmente von rezenten gestielten Crinoiden ist dagegen nur duBerst
wenig bekannt; bemerkenswert ist jedoch das Vorkommen einer Serie von bromierten
Phenanthroperylenchinonen in Gymmnocrinus richeri (De Riccardis et al., 1991). Haufig
kommen Polyketide in heutigen Crinoiden auch als Sulfatester vor (Abb. 1-8) (Rideout et al.,
1979; Rideout und Sutherland, 1981; De Riccardis et al., 1991; Lee und Kim, 1995;
Takahashi et al., 2002). Neben Polyketiden wurden in rezenten Crinoiden verschiedene
Carotinoide festgestellt; diese kommen in den Tieren allerdings nur in geringen Mengen vor

und sind fiir deren Féarbung nicht von Bedeutung (Dimelow, 1958; Gross et al., 1975).

1.6 Salz- und Chelatbildung bei Phenanthroperylenchinonen

Obwohl das fossile Vorkommen bzw. die auBlerordentliche chemische Stabilitdt der Fringelit-
Pigmente seit den Untersuchungen Blumers bekannt ist, wurden Untersuchungen zur
chemischen Bindung der Fringelite im fossilen Material erst in jlingerer Zeit durchgefiihrt
(Falk und Mayr, 1997). Ausgehend von den bekannten Strukturen wurde dabei Fringelit D als
Modellsubstanz ausgewihlt und fiir Experimente mit Erdalkali- und Ubergangsmetallionen
verwendet. Es konnte gezeigt werden, dall Fringelite peri-Chelate (unter Einbeziehung der
Hydroxygruppen in den Positionen 1, 6, 8, 13 und der Carbonylgruppen in den Positionen

7 und 14, siche Abb. 1-2) mit Eisen und Zink bilden konnen.
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Abb. 1-8: Strukturformeln verschiedener Polyketidpigmente aus rezenten Crinoiden (zusammengestellt aus den

Literaturstellen in Abschnitt 1.5).
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Bei Fringeliten mit bay-Hydroxygruppen (Positionen 3, 4, 10 und 11, siche Abb. 1-2)
besteht dariiber hinaus die Moglichkeit zur Bildung polymerer Salze mit Erdalkali- und

Ubergangsmetallen.

1.7 Zielsetzung

Die lebhafte violette Farbung bestimmter fossiler Crinoiden stellt innerhalb der fossilen
Uberlieferung eine groBe Ausnahme dar. Obwohl solche Firbungen bereits im 19.
Jahrhundert beschrieben wurden, ist iiber deren Natur bislang nur duflerst wenig bekannt. Der
heutige Kenntnisstand basiert vor allem auf Arbeiten von Max Blumer, die bereits in den
1960er Jahren durchgefiihrt wurden, durch die aber die Struktur der Pigmente einer Crinoide
aus dem Jura nur unter Vorbehalt aufgeklart werden konnte. Um néhere Informationen zu den
Féarbungen fossiler Crinoiden zu erhalten, sollten daher in der vorliegenden Arbeit
verschiedene charakteristisch violett gefarbte Crinoiden mittels moderner Verfahren detailliert
analysiert werden. Angesichts des vielschichtigen Hintergrunds der Thematik mit Aspekten
aus Paldontologie und Chemie schien es dabei notwendig, die Natur der Fiarbungen im

Rahmen eines multidisziplindren Ansatzes zu betrachten.

Durch die Untersuchung sollte vor allem gekliart werden, ob es sich bei den sogenannten
Fringelit-Pigmenten tatséchlich um die in der Literatur beschriebenen Strukturen handelt und
ob diese Pigmente auch in wesentlich dlteren Crinoiden aus der Trias, die dhnliche violette
Féarbung aufweisen, vorkommen. Da die letzten chemischen Untersuchungen der fossilen
Pigmente bereits mehrere Jahrzehnte zuriickliegen, war es notwendig, eine modernere
Methode zur Analyse der Verbindungen zu entwickeln. Durch eine Quantifizierung sollten
auBerdem Hinweise zur Diagenese der Verbindungen gefunden werden. Dariiber hinaus sollte
versucht werden, nidhere Informationen zur Stabilisierung der Pigmente im fossilen Material

zu ermitteln.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Proben

In der vorliegenden Arbeit wurden Stielfragmente der jurassischen Crinoide Liliocrinus
munsterianus vom urspriinglichen Vorkommen der Fringelit-Pigmente sowie der triassischen
Crinoiden Carnallicrinus carnalli, Encrinus sp. cf. E. spinosus und Encrinus liliiformis von
verschiedenen Fundstellen in Deutschland bzw. Polen untersucht. Das Material stammt dabei
aus den Sammlungen folgender Einrichtungen: Institut fiir Geologische Wissenschaften und
Geiseltalmuseum, Universitdt Halle-Wittenberg (MLU); Museum fiir Naturkunde Berlin
(MB); Muschelkalkmuseum Ingelfingen (MHI); Naturhistorisches Museum Basel (NMB);
Staatliches Museum fiir Naturkunde Stuttgart (SMNS).

Liliocrinus munsterianus
NMB M 8908: Isoliertes Stielfragment mit intensiver violetter Férbung, Oberer Jura,
Oxfordium, Béarschwil Formation, Barschwil, Schweiz, Probe Li 1 (Abb. 2-1).

Carnallicrinus carnalli

MLU. WOL 2005.1: Stielfragment mit deutlicher violetter Farbung in mikritischer
Kalksteinmatrix, Mittlere Trias, Anisium, Unterer Muschelkalk, Jena Formation, Schaumkalk,
Schleberoda bei Freyburg/Unstrut, Deutschland, Probe Ch 6 (Stielglieder) und Probe Ch 7

(Kalksteinmatrix).

MLU. WOL 2005.2: Isoliertes Stielfragment mit deutlicher violetter Farbung, Mittlere Trias,
Anisium, Unterer Muschelkalk, Jena Formation, Schaumkalk, Freyburg/Unstrut, Deutschland,
Probe Ch 8 (Abb. 2-2).

MLU. WOL 2005.3: Stielfragment mit sehr schwacher violetter Farbung in stark pordser
Kalksteinmatrix, Mittlere Trias, Anisium, Unterer Muschelkalk, Jena Formation, Schaumkalk,
Freyburg/Unstrut, Deutschland, Probe Ch 10 (Stielglieder) und Probe Ch 11

(Kalksteinmatrix).

MB. E. 533: Krone und proximaler Stiel mit deutlicher violetter Firbung in Kalksteinmatrix,
Mittlere Trias, Anisium, Unterer Muschelkalk, Jena Formation, Schaumkalk,
Freyburg/Unstrut, Deutschland, Probe Ch 9.
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Abb. 2-1: Liliocrinus munsterianus, Stielfragment (Querschnitt), Oberer Jura, Oxfordium, Béarschwil Formation,

Bérschwil, Schweiz, NMB M 8908 (Probe Li 1).

Abb. 2-2: Carnallicrinus carnalli, Stielglieder, Mittlere Trias, Anisium, Unterer Muschelkalk, Jena Formation,

Schaumkalk, Freyburg/Unstrut, Deutschland, MLU. WOL 2005.2 (Probe Ch 8).
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'-._.1_cm

Abb. 2-3: Encrinus sp. cf. E. spinosus, Stielfragment (Langsschnitt) in Kalksteinmatrix, Mittlere Trias, Anisium,
Unterer Muschelkalk, Gérazdze, Polen, MHI 1796 (Probe En 2 und Probe En 3).

Encrinus sp. cf. E. spinosus

MHI 1796: Krone und proximaler Stiel mit intensiver violetter Férbung in mikritischer
Kalksteinmatrix, Mittlere Trias, Anisium, Unterer Muschelkalk, Goérazdze, Polen, Probe En 2
(Kalksteinmatrix) und Probe En 3 (Stielglieder) (Abb. 2-3).

Encrinus liliifformis
SMNS 75198: Stielfragment (proximaler Stiel) mit dunkelgrauer Farbung, Mittlere Trias,
Anisium, Oberer Muschelkalk, Trochitenkalk Formation, Wollmershausen bei Crailsheim,

Deutschland, Probe En 1.
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2.1.2 Referenzverbindungen und Préparate

Als Phenanthroperylenchinon-Referenzverbindungen wurden die synthetisch zuginglichen
Verbindungen Fringelit D und F sowie natiirliches Hypericin und Pseudohypericin aus dem
Johanniskraut (Hypericum perforatum) verwendet (Abb. 2-4, Tab. 2-1); fiir ergénzende
Extraktionsexperimente wurde aulerdem Hypericin in Calciumcarbonat (5 mg Hypericin in
3 g Calciumcarbonat, Prof. H. Falk) eingesetzt. Phenanthro[1,10,9,8-opgralperylen-7,14-
chinon (Reinsubstanz, synthetisiert nach Falk und Vaisburg (1995), Prof. H. Falk) diente als
Ausgangsverbindung zur Herstellung einer Kohlenwasserstoffreferenz (siehe Abschnitt 2.2)
und ein PAK-Mischstandard (US EPA 16, Ehrenstorfer) wurde bei der HPLC-

Methodenentwicklung verwendet.

OH O OH

“ OH

Hypericin Pseudohypericin

Abb. 2-4: Strukturformeln der verwendeten Phenanthroperylenchinone.

Tab. 2-1: Phenanthroperylenchinon-Referenzverbindungen.

Fringelit D: Reinsubstanz, synthetisiert nach Falk und Mayr (1995), Prof. H. Falk
Fringelit F: Reinsubstanz, synthetisiert nach Rodewald et al. (1977)*, Prof. W. Steglich
Hypericin aus Hypericum perforatum: HPLC-Standard, >99 %, Phytoplan
Pseudohypericin aus Hypericum perforatum: HPLC-Standard, >97 %, Phytoplan

*Originalpréparat zur Diplomarbeit von G. Rodewald (Rodewald, 1974).
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2.1.3 Chemikalien

Tab. 2-2: Chemikalien.

Aceton: p. a., Merck

Acetonitril: fir die HPLC, gradient grade, CHROMASOLYV, Riedel-de Haén
Chloroform-d;: fiir die Kernresonanzspektr., UVASOL, Deuterierungsgrad >99,95 %, Merck
Cyclohexan: fiir die Spektroskopie, UVASOL, Merck

Dimethylsulfoxid: fiir die Spektroskopie, UVASOL, Merck

Essigsédure: 100 %, p. a., Merck

Jodwasserstoffsdure: 57 %, p. a., Merck

Methanol: fiir die Spektroskopie, UVASOL, Merck

Methanol: fiir die HPLC, gradient grade, Baker

Methanol-ds: fiir die Kernresonanzspektr., UVASOL, Deuterierungsgrad >99,95 %, Merck
Natriumacetat-Trihydrat: p. a., Merck

Phosphor (rot): 97 %, zur Synthese, Riedel-de Haén

Salzsdure: 37 %, p. a., Merck

Toluol: fiir die Spektroskopie, UVASOL, Merck

Wasser: fiir die HPLC, gradient grade, Baker

2.2 Synthese und Charakterisierung von 1,2,3,4,5,6-Hexahydrophenanthro[1,10,9,8-
opqra]perylen (HHPP)

HHPP diente in der vorliegenden Arbeit als Referenzverbindung und wurde nach Angaben
aus der Literatur (Scholl und Meyer, 1934) durch Reduktion von Phenanthro[1,10,9,8-
opgralperylen-7,14-chinon (PPC) mit rotem Phosphor und Jodwasserstoffsdure synthetisiert
(Abb. 2-5). Abweichend von der urspriinglichen Arbeitsvorschrift wurde HHPP jedoch nicht
durch Umkristallisation, sondern durch Photooxidation der Nebenprodukte und daran

anschlieBende Sdulenchromatographie gereinigt.
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PPC HHPP

Abb. 2-5: Reduktion von PPC zu HHPP nach Scholl und Meyer (1934).

30 mg PPC (Falk und Vaisburg, 1995), 15 mg roter Phosphor und 0,6 ml Jodwasserstoffséure
wurden in einem versiegelten Glasrohr fiir 5 Stunden auf 200 °C erhitzt. Das Rohprodukt
wurde dann griindlich mit destilliertem Wasser gewaschen und iiber Nacht im Exsikkator
getrocknet (10 Torr, Raumtemperatur). AnschlieBend wurde der Riickstand mit Toluol
extrahiert (Ultraschallbad, 30 min) und unldsliche Bestandteile durch Zentrifugation
abgetrennt und verworfen. Die Losung wurde unter Einflul des Tageslichts fiir etwa zwei
Tage stehen gelassen, bis ein Farbumschlag der anfangs griinlichblau gefarbten Losung nach
gelb festzustellen war und dann tiiber eine Silicagelsdule (Bond Elut Si, Analytichem
International) mit Toluol als Elutionsmittel chromatographiert. Verdampfen des

Losungsmittels ergab schlieBlich reines HHPP.

Die spektroskopischen Eigenschaften der Verbindung wurden durch UV/Vis-, FT-IR- und 'H-
NMR-Spektroskopie sowie durch LDI- und EI-MS bestimmt. Mit Ausnahme der FT-IR-
Analyse, bei der HHPP in KBr an einem Bruker VECTOR 22 Gerit gemessen wurde, kamen
dabei die gleichen Gerédte zum Einsatz, die auch bei der Analyse der fossilen Verbindungen
verwendet wurden. Die Schmelzpunktbestimmung wurde mit einem Heiztischmikroskop nach

Kofler (Bock-Monoscop) durchgefiihrt.

Durch langsames Verdampfen einer Toluolldsung bei Raumtemperatur konnte ein geeigneter
Einkristall zur Bestimmung der Kristallstruktur erhalten werden. Um Photooxidation der
Verbindung zu verhindern, wurde die Losung unter AusschluB von Licht in einer

Argonatmosphére aufbewahrt.

Die Rontgenreflexe von HHPP wurden mit Hilfe eines Bruker SMART APEX Diffraktometer
(Mo K,-Strahlung, Graphitmonochromator) aufgenommen (Organisch-Chemisches Institut

der Universitdt Heidelberg). Hierbei wurden die Daten mit den Programmen SMART und
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SAINT? von Bruker gesammelt und reduziert. Die Strukturlosung der Verbindung erfolgte
durch direkte Methoden mit dem Programm XS aus dem Programmpaket SHELXTL®. Die
Verfeinerung der strukturellen Parameter der Kohlenstoffatome wurde anisotrop im Full-
Matrix-Least-Squares-Verfahren (F°) mit dem Programm XL’ durchgefiihrt. Dabei wurden
alle Wasserstoffatome berechnet und in die Verfeinerung mit eingeschlossen. Die graphische

Darstellung der Kristallstruktur erfolgte mit dem Programm SCHAKAL 99*,

2.3 HPLC-Methodenentwicklung

Tab. 2-3: HPLC-Geréteparameter.

Datensystem Data System 450-MT2, Kontron Instruments

Entgasung DEGASYS DG-1310 Vakuumentgaser, Uniflows

Pumpen 2 serielle Doppelkolbenpumpen: HPLC Pump 420, Kontron
Instruments

Mischkammer Dynamic Mixing Chamber, Knauer

Verweilvolumen ca. 2,5 ml

Injektion HPLC Autosampler 465, Kontron Instruments, 20 pl
Injektorschlaufe

Vorsdule Purospher STAR RP-18 endcapped (4 x 4 mm [.D., 5 pm),
Merck

Séule Purospher STAR RP-18 endcapped (55 x 4 mm 1.D., 3um),
Merck

Séulenofen SP8792 column heater, Spectra-Physics

Detektor Detector 430 A, Kontron Instruments

> SMART, SAINT: Bruker AXS Inc., Madison, Wisconsin, USA, 2001.

3 SHELXTL 6.1: Bruker AXS Inc., Madison, Wisconsin, USA, 2000.

* E. Keller, SCHAKAL 99: A computer program for the graphic representation of molecular and crystallographic
models, Kristallographisches Institut der Universitét Freiburg, Freiburg i. Br., Deutschland, 1999.
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2.3.1 HPLC-Methode zur Trennung der PAKSs

Tab. 2-4: HPLC-Bedingungen zur Trennung der PAKSs.

FluBrate 1 ml/min
Mobile Phase A: Wasser, B: Acetonitril
Programm Linearer Gradient von 70 % B zu 100 % B in 20 min,

isokratische Elution bei 100 % B fir weitere 5 min

Temperatur 25°C
Injektionsvolumen 10 pl
Detektion UV bei 300 nm

HHPP-Standardlésungen

Ca. 0,1 mg HHPP wurden in einem 10 ml MeBkolben in Toluol geldst (Stammldsung). Die
genaue Konzentration der Ldsung wurde photometrisch anhand des molaren
Extinktionskoeffizienten fiir das Absorptionsmaximum von HHPP in Toluol bestimmt
(¢ =41200, siche Abschnitt 3.1). 0,5, 1, 2 und 5 ml Stammlésung HHPP wurden mit Toluol
auf jeweils 10 ml aufgefiillt. Fiir die HPLC-Messungen wurden die Standardlésungen im

Verhiltnis 1:1 mit Acetonitril verdunnt.

Kalibrierung und Validierung
Fiir alle Standardlosungen wurden jeweils drei Einzelbestimmungen durchgefiihrt. Die
Bestimmungsgrenze wurde bei einem Signal/Rausch-Verhdltnis von 10:1 und die

Nachweisgrenze bei einem Signal/Rausch-Verhéltnis von 3:1 ermittelt.
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2.3.2 HPLC-Methode zur Trennung der Phenanthroperylenchinone

Tab. 2-5: HPLC-Bedingungen zur Trennung der Phenanthroperylenchinone.

FluBrate 1 ml/min

Mobile Phase A: 50 mM Natriumacetatlosung, mit Essigsédure auf pH
7,0 eingestellt, B: Methanol

Programm Linearer Gradient von 60 % B zu 100 % B in 20 min,

isokratische Elution bei 100 % B fiir weitere 5 min

Temperatur 25°C
Injektionsvolumen 10 pl
Detektion UV bei 254 nm

Phenanthroperylenchinon-Mischstandard

Fir die Methodenentwicklung wurde zunédchst ein Mischstandard der zur Verfiigung
stehenden Phenanthroperylenchinone Fringelit D, Fringelit F, Hypericin und Pseudohypericin
verwendet. Die Konzentration (in Methanol) betrug dabei jeweils etwa 10~ mol/l. Eine
Kalibrierung anhand von Einzelverbindungen wurde nur fiir Fringelit F und Hypericin

durchgefiihrt.

Fringelit F-Standardlésungen

Ca. 0,2 mg Fringelit F wurden in einem 10 ml MeBkolben mit Methanol gelost
(Stammlosung). Die genaue Konzentration der Losung wurde photometrisch anhand des von
Rodewald et al. (1977) ermittelten molaren Extinktionskoeffizienten fiir das Absorptions-
maximum von Fringelit F in Methanol bestimmt (¢ = 30100). 0,5, 1, 2 und 5 ml Stamml&sung

Fringelit F wurden mit Methanol auf jeweils 10 ml aufgefiillt.

Hypericin-Standardlésungen

Ca. 0,4 mg Hypericin wurden in einem 25 ml MeBkolben in Methanol gelost (Stammlosung).
Die genaue Konzentration der Losung wurde dann photometrisch anhand des molaren
Extinktionskoeffizienten fiir das Absorptionsmaximum von Hypericin in Methanol bestimmt
(¢ = 44530, Angabe Phytoplan). 0,1, 0,2, 0,5, 1, 2 und 5 ml Stammldsung Hypericin wurden
mit Methanol auf jeweils 10 ml aufgefiillt.
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Kalibrierung und Validierung
Fiir alle Standardlosungen wurden jeweils drei Einzelbestimmungen durchgefiihrt. Die
Bestimmungsgrenze wurde bei einem Signal/Rausch-Verhdltnis von 10:1 und die

Nachweisgrenze bei einem Signal/Rausch-Verhiltnis von 3:1 ermittelt.

2.4 Untersuchung der Fossil- und Sedimentproben
2.4.1 Dunnschliffuntersuchungen

Von geeigneten Crinoidenproben (Liliocrinus und Carnallicrinus) wurden orientierte
Diinnschliffe mit einer polierten Oberflache und einer Stirke von ca. 30 um hergestellt und

mit einem Leica 12 Pol S Polarisationsmikroskop untersucht.

2.4.2 Probenaufbereitung und -extraktion

Stielfragmente der Crinoiden (0,5-5 g) wurden aus dem umgebenden Sedimentgestein
herauspripariert und ebenso wie Vergleichsproben des Sedimentgesteins griindlich mit
Aceton gereinigt. Das Carbonat wurde durch tropfenweise Zugabe von 10 M Salzsdure
aufgelost, der Riickstand durch Zentrifugation (Heraeus Megafuge 1.0, 4000 U/min, 1 h)
abgetrennt, mit destilliertem Wasser sdurefrei gewaschen und iiber Nacht im Exsikkator

getrocknet (10 Torr, Raumtemperatur).

Die Riickstinde wurden im Ultraschallbad (Bandelin SONOREX TK 30, 50 kHz, ca. 40 °C)
sequentiell mit Toluol (3 x 5 ml), Methanol (3 x 5 ml) und DMSO (1 x 1 ml) extrahiert. Der
unldsliche Riickstand wurde nach jedem Extraktionsschritt jeweils durch Zentrifugation (4000
U/min, 1 h) zuriickgewonnen und vor der Extraktion mit einem weiteren Losungsmittel im
Exsikkator getrocknet. Die Extrakte wurden dann filtriert (Spritzenfilter: PTFE, 0,2 pum
Porengrofle, 13 mm Durchmesser, ReZist, Schleicher & Schuell) und im Stickstoffstrom auf

genau 1 ml oder 10 ml eingeengt.

Zur Bestimmung der Reproduzierbarkeit und fiir zusétzliche Extraktionsexperimente wurde
ein Fragment der Liliocrinus-Probe in einem Achatmdrser von Hand zu feinem Pulver
gemahlen. Drei gleiche Anteile der homogenisierten Probe (jeweils 0,5 g) wurden nach dem
oben beschriebenen Verfahren extrahiert, wiahrend weitere 0,5 g der Probe ohne vorheriges

Auflosen des Carbonats extrahiert wurden. Ein Modellprdparat (Hypericin in
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Calciumcarbonat) wurde analog zu der homogenisierten Liliocrinus-Probe mit bzw. ohne

Sdurebehandlung mit Toluol, Methanol und DMSO extrahiert.

Zur Kontrolle der Ergebnisse wurde eine Blindprobe in gleicher Weise wie die Fossil- und
Sedimentproben aufbereitet. Dabei wurden alle zuvor eingesetzten Chemikalien verwendet

und alle Schritte der Methode durchlaufen.

2.4.3 UV/Vis-Spektroskopie

Von allen Toluol-, Methanol- und DMSO-Aliquots der fossilen Proben wurden UV/Vis-
Spektren (200-800 nm) mit einem Lange CADAS 100 Spektralphotometer aufgenommen.
Zur Messung der relativ geringen Probenvolumina wurden Quarzglaskiivetten (Halbmikro-

kiivetten, Hellma) mit einer Schichtdicke von 1 cm verwendet.

2.4.4  Analytische und quantitative HPLC

Mit Hilfe der zuvor entwickelten HPLC-Methoden zur PAK-Trennung und zur Trennung von
Phenanthroperylenchinonen (sieche Abschnitt 2.3) wurden alle Toluol-, Methanol- und
DMSO-Aliquots analytisch und quantitativ untersucht. Dazu wurden die Toluolaliquots
(100 pl der Probe) im Verhéltnis 1:1 mit Acetonitril verdiinnt, wahrend die Methanol- und
DMSO-Aliquots unverindert oder nach Verdiinnung mit Methanol bzw. DMSO gemessen
werden konnten. Aufgrund der geringen Analytkonzentrationen in den Toluolextrakten
wurden die jeweils verbliebenen 900 ul der Aliquots im Stickstoffstrom um den Faktor ~30
aufkonzentriert, wie zuvor im Verhéltnis 1:1 mit Acetonitril verdiinnt und erneut gemessen.
Durch wiederholte Chromatographie der aufkonzentrierten Toluolextrakte konnte schlieBlich
bei jeweils einer Probe von Liliocrinus und Carnallicrinus (Li 1 und Ch 10) die
Hauptverbindung isoliert werden. Dabei wurden die relevanten Fraktionen aufgesammelt und

anschlieBend im Exsikkator getrocknet.

Die quantitative Bestimmung von Hypericin, Desmethylhpyericin, Fringelit F und HHPP
wurde mit Hilfe externer Standards durchgefiihrt. Dabei wurden die Standardlésungen von
Fringelit F auch zur Quantifizierung von Desmethylhypericin verwendet. Letztere
Verbindung stand nicht als Referenzverbindung zur Verfiigung, zeigt aber vergleichbare
Absorptionseigenschaften wie Fringelit F. Alle Verbindungen wurden anhand der

Peakflichen quantifiziert. Da bei Fringelit F und Desmethylhypericin keine vollstdndige
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Trennung erreicht werden konnte, wurde von diesen Verbindungen zunidchst die
Gesamtkonzentration bestimmt. Anhand der Peakhdhe konnte dann die Konzentration von
Fringelit F und durch Subtraktion dieses Wertes von der Gesamtkonzentration die
Konzentration von Desmethylhypericin bestimmt werden. Die Reproduzierbarkeit der
Bestimmung wurde durch wiederholte Analyse (n = 3) der homogenisierten Liliocrinus-Probe

ermittelt.

2.4.5 Massenspektrometrie

Von allen Toluol-, Methanol- und DMSO-Aliquots wurden zuniichst Ubersichtsspektren
mittels Laserdesorptions-lonisations-Massenspektrometrie (LDI-MS) aufgenommen. Zur
Bestimmung exakter Massen und zur Erzeugung strukturspezifischer Fragmentierungsmuster
wurden dann ausgewdhlte Toluolextrakte und daraus isolierte Verbindungen mit
ElektronenstoB-Ionisations-Massenspektrometrie (EI-MS) und ausgewihlte Methanolextrakte
mit Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie (ESI-MS), ESI-Tandemmassenspektro-
metrie (MS/MS) und ESI-Fourier-Transform-Ionencyclotronresonanz-Massenspektrometrie
(FT-ICR-MS) untersucht. Nachfolgend sind die Geréteparameter und MS-Bedingungen fiir
die einzelnen Methoden aufgefiihrt. Ndhere Einzelheiten zu den in der vorliegenden Arbeit

verwendeten lonisationsverfahren sind bei Gross (2004) beschrieben.

LDI-MS

LDI-Massenspektren wurden an einem Bruker Biflex Flugzeit-Massenspektrometer mit
Pulsed Ion Extraktion im Reflektormodus durchgefiihrt. Dabei wurden Spektren im Bereich
m/z 50-1000 im positiv- und negativ-lonen Modus aufgenommen. Die Extrakte wurden auf
verchromte Probentrdger oder Edelstahlprobentrager aufgetragen und mit nur wenig

abgeschwichtem UV-Laser bestrahlt.

EI-MS
Hoch und niedrig aufgeloste 70 eV El-Massenspektren wurden an einem JEOL JMS-700
Sektorfeld-Massenspektrometer aufgenommen. Zur Bestimmung exakter Massen wurde eine

Auflésung von R = 5000 verwendet und als interner Standard Perfluorkerosin eingesetzt.
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ESI-MS und ESI-MS/MS

Niedrig aufgeloste ESI-Massenspektren und ESI-Tandemmassenspektren im negativ-lonen
Modus wurden an einem Finnigan TSQ 700 Tripelquadrupol-Massenspektrometer mit einem
MasCom nanoESI Interface aufgenommen. Dabei wurde eine Sprayspannung von 1,0 kV
verwendet und die Desolvatationskapillare bei 100 °C beheizt. Die Spektren wurden durch
Mittelung von 10-20 Scans bei 10 s/Scan von m/z 50—1000 erhalten. Fiir MS/MS-Messungen
wurde Argon mit 0,9 mTorr im StoBquadrupol bei einem Collision-Offset von 59 V

eingesetzt.

ESI-FT-ICR-MS

Die Bestimmung exakter Massen wurde durch ESI-FT-ICR-MS an einem Bruker Apex III
Massenspektrometer mit einem 7 T Magneten vorgenommen (Bayer Industry Services,
Leverkusen). Als externer Standard wurde ein Gemisch verschiedener Perfluorcarbonsiduren

verwendet.

2.4.6 Kernresonanzspektroskopie

Ausgewihlte Methanolextrakte wurden im Exsikkator vollstindig eingedampft und jeweils in
0,5 ml deuteriertem Methanol geldst. Die Messungen wurden dann an einem Bruker DRX
500 Gerit bei einer Resonanzfrequenz von 500 MHz durchgefiihrt und die Spektren auf das
Losungsmittelsignal kalibriert. Aufgrund der sehr geringen Konzentration der Pigmente in der
Probenlosung waren MeBzeiten von mehreren Stunden und eine Unterdriickung des

Wassersignals notwendig.
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3.1 Synthese und Charakterisierung von HHPP

Die Synthese ergab HHPP (Ausbeute ca. 30 %) in kleinen, charakteristisch schwefelgelb
gefarbten, prismatischen Kristallen, die im UV-Licht eine intensive griine Fluoreszenz zeigen.
Ein Schmelzpunkt kann nicht festgestellt werden, bei 200-205 °C beginnen die Kristalle
jedoch zu sublimieren. Die Verbindung weist eine sehr geringe Loslichkeit in géngigen
Losungsmitteln auf; selbst in Toluol betrdgt die maximale Loslichkeit nur ca. 0,2 mg/ml. In
Cyclohexan, das verbreitet als Losungsmittel zur Extraktion von PAKs eingesetzt wird, ist die

Loslichkeit noch deutlich geringer.

Das UV/Vis-Spektrum von HHPP (in Toluol) mit Absorptionsmaxima bei 419, 392, 372, 354,
334, 313 und 304 nm (Abb. 3-1) zeigt eine gute Ubereinstimmung mit dem in der Literatur
beschriebenen Absorptionsspektrum von HHPP (in Benzol) (Brockmann und Dicke, 1970).
Im FT-IR-Spektrum (KBr) treten charakteristische Banden bei v = 3034, 2936 und 2863 cm
sowie bei ¥ = 1619 und 1590 cm™' auf, die auf aromatische bzw. aliphatische (C-H)-

Valenzschwingungen und auf aromatische (C=C)-Valenzschwingungen zuriickgefiihrt werden

konnen (Abb. 3-2).

Das Auftreten von sieben Protonen-Signalen im 'H-NMR-Spektrum (500 MHz, CDCls)
belegt die symmetrische Struktur der Verbindung (Abb. 3-3). Die charakteristischen Signale
im Aromatenbereich des Spektrums bei 6 = 8,93, 8,07, 7,94 und 7,81 sowie die Signale der
Methylenprotonen bei 6 = 3,37, 3,31 und 2,29 bestitigen die vermutete Struktur. Ein Be-
NMR-Spektrum von HHPP wurde aufgrund der schlechten Loslichkeit der Verbindung nicht

aufgenommen.

Bei der massenspektrometrischen Charakterisierung konnte im LDI-Spektrum nur das
Molekiilion M" bei m/z 356 und seine Isotopenpeaks festgestellt werden (Abb. 3-4). Im EI-
Spektrum traten dagegen zusitzlich zum Molekiilion in geringer Intensitdt noch einige
Fragmentionen, das doppelt geladene Molekiilion M*" bei m/z 178 und verschiedene doppelt
geladene Fragmentionen auf (Abb. 3-5). Durch hochauflésende EI-MS konnten die

Summenformeln fiir einige charakteristische lonen bestimmt werden (Tab. 3-1).
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Abb. 3-1: UV/Vis-Spektrum von HHPP (Toluol). Ana 419 (1600), 392 (16600), 372 (14600), 354 (7500), 334
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Abb. 3-2: FT-IR-Spektrum von HHPP (KBr). ¥ 3034, 2936, 2863, 1619, 1590, 768 cm .
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Abb. 3-3: "H-NMR-Spektrum von HHPP (500 MHz, CDCLy). 58,93 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 8,07 (d, J = 7.4 Hz,
2H), 7,94 (dd, J = 7.4, 8,0 Hz, 2H), 7.81 (s, 2H), 3,37 (t, J = 6,0 Hz, 4H), 3,31 (t, J = 6,0 Hz, 4H), 2,29 (q, J =

6,0 Hz, 4H) ppm.
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Abb. 3-4: LDI-Massenspektrum (positive Ionen) von HHPP. Der Ausschnitt zeigt das gespreizte Signal des

Molekiilions mit Isotopenpeaks.
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Abb. 3-5: 70 eV EI-Massenspektrum von HHPP. Der Ausschnitt zeigt eine VergroBerung des Bereichs zwischen
m/z 140 und 180 mit doppelt geladenen Ionen. m/z (%) 356 (100) M, 355 (9), 327 (14), 313 (7), 178 (5).

Tab. 3-1: HR-EI-MS-Daten von HHPP.

m/z, gemessen Ion Summenformel  m/z, berechnet Fehler [10° u]
356,1541 M" CasHao 356,1565 2.4

355,1469 [M—H]" CasHio 355,1487 -1,8

327,1155 [M—C,H;s]" Ca6His 327,1174 -1,9

313,1017 [M—C3H7]" CysHi3 313,1017 0,0

178,0768 M** 0,5 x CagHag 178,0782 ~1,4

Berechnung der theoretischen m/z-Werte anhand der exakten Isotopenmassen: 'H: 1,007825 u, '*C: 12,000000 u
(Pretsch et al., 2000).
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Abb. 3-6: Kristallstruktur von HHPP.

Die Kristallstruktur von HHPP ist nahezu planar (Abb. 3-6). Lediglich in den aliphatischen

Einheiten sind die Zentralatome C16 und C21 der Trimethylengruppen in gleicher Richtung

aus der aromatischen Ringebene um jeweils 48° herausgedreht. Die Atome C21 und C22 in

einer dieser Trimethylengruppen weisen dabei eine Lagefehlordnung (85:15 %) auf, wobei

der kleinere Anteil von C21 in entgegengesetzter Richtung aus der aromatischen Ringebene

um 46° herausgedreht ist. Die Bindungslédngen zwischen den Atomen C14, C15, C16, C17,
C18 bzw. C19, C20, C21, C22, C1 liegen mit 1,501-1,529 A im Bereich von C—C-

Einfachbindungen (Tab. 3-2), wihrend die iibrigen Bindungslingen der Verbindung mit

1,350-1,464 A im Bereich von aromatischen C-C-Bindungen liegen. Detaillierte

kristallographische Daten von HHPP sind in Tab. 7-1 zusammengestellt und im Cambridge

Crystallographic Data Centre unter der Nummer CCDC 171945 hinterlegt.

Tab. 3-2: Ausgewihlte Bindungsldangen von HHPP.

Bindung Bindungslinge [A] Bindung Bindungslinge [A]
C1-C22 1,502(2) C17-C18 1,5127(16)
C14-Cl15 1,5006(17) C19-C20 1,5161(16)
C15-C16 1,511(2) C20-C21 1,529(2)

Cl16-C17 1,515(2) C21-C22 1,510(2)
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3.2 HPLC-Methodenentwicklung
3.2.1 HPLC-Methode zur Trennung der PAKs

Da PAKs in Sedimenten ubiquitdr verbreitet sind und zudem wegen ihrer teilweise stark
krebserzeugenden Wirkung als Umweltschadstoffe bekannt sind, konnte bei der Entwicklung
einer HPLC-Methode auf ein routineméfig eingesetztes Verfahren auf der Basis eines
Acetonitrilgradienten und einer C-18 Umkehrphase als Sdulenmaterial zuriickgegriffen
werden (Poster et al., 1998). Dieses wurde dann mit Hilfe eines PAK-Mischstandards und der
zuvor synthetisierten HHPP-Referenz (sieche Abschnitt 3.1) soweit modifiziert, bis alle
Verbindungen aufgetrennt werden konnten. Fiir die Messungen war es erforderlich, die
Toluolaliquots mit Acetonitril zu verdiinnen, da bei der Messung unverdiinnter Toluolproben
eine starke Zunahme der Peakbreiten festzustellen war. Zwischen Konzentration an HHPP

und gemessener Peakflidche kann ein linearer Zusammenhang festgestellt werden (Tab. 3-3).

Tab. 3-3: Kalibrier- und Validierungsparameter der HPLC-Bestimmung von HHPP.

Kalibrierfunktion (Peakflache) y=4,5184x-0,179
Korrelationskoeffizient 1,0000
Nachweisgrenze 0,1 pg/ml
Bestimmungsgrenze 0,2 pg/ml

3.2.2 HPLC-Methode zur Trennung der Phenanthroperylenchinone

In bisherigen Untersuchungen iiber die Fringelit-Pigmente finden sich nahezu keine Angaben
zur chromatographischen Trennung dieser Verbindungen. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit wurde daher ein neues Verfahren zur Trennung verschiedener Phenanthroperylen-
chinone entwickelt. Anhaltspunkte boten dabei bestehende HPLC-Methoden zur Trennung
der Phenanthroperylenchinone Hypericin und Pseudohypericin aus dem Johanniskraut
(Hypericum perforatum). Diese Verbindungen sind mit den Fringeliten strukturell nahe
verwandt und wurden in den letzten Jahren aufgrund ihrer pharmakologischen Bedeutung
intensiv untersucht (Falk, 1999). Die Trennungen wurden im allgemeinen unter Verwendung
von Gradientensystemen, bestehend aus einem Phosphatpuffer sowie Methanol und
Acetonitril, im sauren pH-Bereich durchgefiihrt, wobei als stationdre Phasen C-18

Umkehrphasen zum Einsatz kamen (Brolis et al., 1998). Teilweise wurden Trennungen aber
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auch mit Triethylammoniumacetat als Ionenpaarreagenz bei neutralem pH erreicht
(Piperopoulos et al., 1997). In der vorliegenden Arbeit wurden die zur Verfiigung stehenden
Referenzverbindungen Fringelite D, Fringelit F, Hypericin und Pseudohypericin ebenfalls bei
neutralem pH chromatographiert; abweichend von bestehenden Trennungsverfahren wurde
allerdings statt Triethylammoniumactetat Natriumacetat als lonenpaarreagenz verwendet. Um
eine Trennung von Hypericin und Fringelit F, die beide sehr dhnliche chromatographische
Eigenschaften zeigten, bei mdglichst kurzen Retentionszeiten zu erreichen, wurde auBBerdem
ein besonders feinkorniges Séulenmaterial (3 pm) verwendet. Ein typisches Chromatogramm

einer solchen Trennung ist in Abb. 3-7 dargestellt.

Hypericin

Absorption bei 254 nm

Pseudohypericin

Fringelit F
Fringelit D

Retentionszeit [min]

Abb. 3-7: Chromatogramm eines Phenanthroperylenchinon-Mischstandards.

Bei den untersuchten Phenanthroperylenchinonen wurde eine starke Abhéngigkeit der
Peakform vom pH-Wert der mobilen Phase festgestellt (Abb. 3-8). Dabei zeigten alle
Verbindungen bei unveridnderten Retentionszeiten und Peakflichen bei einem pH 7 die
grofiten Peakhdhen bzw. die geringsten Peakbreiten. Um eine moglichst hohe Aufldsung der
Verbindungen zu ermoglichen, wurden daher alle weiteren Trennungen bei diesem pH-Wert

durchgefiihrt.
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Abb. 3-8: Abhingigkeit der Peakh6he (Absorption bei 254 nm) vom pH-Wert der mobilen Phase.

Tab. 3-4: Kalibrier- und Validierungsparameter der HPLC-Bestimmung von Fringelit F.

Kalibrierfunktion (Peakfldche) y=2,7109x — 0,2372
Korrelationskoeffizient (Peakflache) 1,0000

Kalibrierfunktion (Peakhdhe) y= —0,1223x* + 10,389x + 0,1135
Korrelationskoeffizient (Peakhdhe) 0,9999

Nachweisgrenze 0,1 pg/ml

Bestimmungsgrenze 0,2 pg/ml

Tab. 3-5: Kalibrier- und Validierungsparameter der HPLC-Bestimmung von Hypericin.

Kalibrierfunktion (Peakflache) y =5,9225x - 0,7733
Korrelationskoeffizient 0,9999
Nachweisgrenze 0,1 pg/ml
Bestimmungsgrenze 0,2 pg/ml

Bei Hypericin wie auch bei Fringelit F besteht zwischen Konzentration und gemessener

Peakfliache ein linearer Zusammenhang (Tab. 3-4 und Tab. 3-5). Im Unterschied dazu kann
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eine lineare Beziehung zwischen Konzentration und Peakhohe nur bei Hypericin festgestellt
werden. Bei Fringelit F nimmt mit steigender Konzentration die Peakhdhe nur
unterproportional zu (Abb. 3-9) bzw. in gleichem Malle die Peakbreite zu. Dies fiihrt bei
hoheren Konzentrationen und gleichbleibender Lage des Peakendes schlieBlich zu einer
Uberlagerung mit dem Hypericin-Peak. Um eine Auftrennung beider Verbindungen zu
ermOglichen, mufiten daher Proben mit hoher Konzentration an Fringelit F entsprechend

verdiinnt werden.

700 +
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m Fringelit F
500 +
S
E, 400 -
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<
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o
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Abb. 3-9: Abhingigkeit der Peakhohe (Absorption bei 254 nm, pH-Wert der mobilen Phase: 7,0 ) von der

Konzentration der Probenlsung bei Hypericin und Fringelit F.

3.3 Mikroskopische Untersuchung der Crinoiden

Die Analyse der Crinoiden-Diinnschliffe (Liliocrinus und Carnallicrinus) ergab, dal die
Farbung der Crinoiden durch unzdhlige nur wenige Mikrometer grofe Einschliisse
hervorgerufen wird, die fein verteilt in der Calcitmatrix der Fossilien vorkommen. Die
Einschliisse weisen dabei eine unregelmidfige Form auf und zeigen iliberwiegend eine
intensive violette Eigenfarbe. Vor allem bei Liliocrinus kann festgestellt werden, dal3 die
Einschliisse nicht regellos in der Calcitmatrix vorkommen, sondern entlang eines gitterartigen

Musters in dem Fossil angeordnet sind (Abb. 3-10).
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Abb. 3-10: Diinnschliffaufnahme (Langsschnitt) eines Stielglieds von Liliocrinus (NMB M 8908) mit gitterartig

angeordneten organischen Einschliissen in der Calcitmatrix.

3.4 Charakterisierung der fossilen Verbindungen
3.4.1 Toluolextrakte

Mit Toluol als Losungsmittel konnten aus den Riickstinden der Crinoiden noch keine
violetten Pigmentanteile herausgeldst werden. Die Toluolextrakte der untersuchten Fossil-
und Sedimentproben waren iiberwiegend farblos bis leicht gelblich; lediglich die Proben Li 1,
Ch 8 und Ch 10 zeigten eine schwache, rotliche Farbung. Die UV/Vis-Spektren der
Toluolextrakte zeigten {iberwiegend einen relativ unspezifischen Verlauf (siche
Abschnitt 7.2); tberlagert von einem hohen Untergrund zeichneten sich bei einzelnen
Crinoidenproben aber teilweise die Hauptabsorptionsmaxima von HHPP (siehe Abschnitt 3.1)
ab. Im sichtbaren Bereich konnten bei der Probe Ch 10 (siehe Abb. 7-19) (weniger deutlich
auch bei Ch 8) charakteristische Absorptionsbanden (Absorptionsmaxima bei 542 und
503 nm) festgestellt werden’.

> Es konnte kein Beleg dafiir gefunden werden, daf es sich bei der zugrundeliegenden Verbindung um einen
Vertreter der Phenanthroperylenchinone handelt. Anhand der LDI-Massenspektren und zusétzlicher HPLC-
Messungen kann ausgeschlossen werden, daf3 es sich um eine der Referenzverbindungen handelt, die in der
vorliegenden Arbeit verwendet wurden.
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Bei der HPLC-Untersuchung der Toluolextrakte konnten in allen Losungen von Liliocrinus
munsterianus, Carnallicrinus carnalli und Encrinus cf. spinosus eine Hauptverbindung mit
einer Retentionszeit von 19,3 min festgestellt werden. In den entsprechenden Ldsungen der
Sedimentproben und jener von Encrinus liliiformis konnte diese Verbindung dagegen nicht
nachgewiesen werden. Aufgrund der geringen Konzentration der Verbindung in den
Extrakten wurden alle Toluolextrakte um den Faktor ~30 aufkonzentriert. Bei der erneuten
Messung konnten zahlreiche weitere Verbindungen in den Losungen festgestellt (Abb. 3-11)
und die Hauptverbindung aus jeweils einer Probe von Liliocrinus (Li 1) und Carnallicrinus
(Ch 10) isoliert werden. Fiir die Referenzverbindung HHPP und die fossile Hauptverbindung

wurden jeweils libereinstimmende Retentionszeiten gemessen (Abb. 3-11).

Absorption bei 300 nm
L

Ch 10
L)

Ch8

Ch9
L

En3
»

Retentionszeit [min]

Abb. 3-11: Chromatogramme ausgewahlter Toluolextrakte von Liliocrinus, Encrinus und Carnallicrinus.

Aufkonzentrierte (ca. x 30) 1 ml Aliquots der fossilen Proben.

Analog zum Auftreten der Hauptverbindung in den Chromatogrammen konnte in den LDI-
Massenspektren in allen Extrakten von Liliocrinus munsterianus, Carnallicrinus carnalli und
Encrinus cf. spinosus ein deutlicher Peak (positive Ionen) bei m/z 356 (entsprechend M von
HHPP) festgestellt werden, der je nach Probe von kleineren Peaks bei m/z 370 und 384
begleitet wurde (siehe Abschnitt 7.3). In den Sedimentproben und jener von Encrinus
liliiformis fehlten diese Signale dagegen. Vor allem bei den Sedimentproben traten im

Bereich m/z 300-600 allerdings zahlreiche weitere Signale auf, die auf eine uniiberschaubar
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grofle Zahl von Verbindungen in diesen Proben schliefen lieBen. Im negativ-lonen Modus

konnten aufler bei den Proben Li 1 und Ch 10 neben dem Hintergrundrauschen nur wenige

Signale gemessen werden.

Die Bestimmung exakter Massen durch hochauflosende EI-MS (ausgewéhlte Proben)

ermdglichte schlieBlich die Berechung von Summenformeln fiir mehrere der festgestellten

Verbindungen (Tab. 3-6). Die zuvor isolierte Hauptverbindung konnte durch direkten

Vergleich der EI-Massenspektren von fossilen Proben und synthetischer Referenz eindeutig

als HHPP identifiziert werden (Abb. 3-5, Abb. 3-12).

Tab. 3-6: HR-EI-MS-Daten ausgewahlter Toluolextrakte.

Probe m/z, gemessen Formel m/z, berechnet Fehler [107 u]
Lil 356,1565 CasHao 356,1565 0,0
370,1729 CyoH»» 370,1722 +0,7
Ché6 356,1570 CasHyo 356,1565 +0,5
Ch 8 356,1558 CasHao 356,1565 -0,7
368,1559 CyoHyo 368,1565 -0,6
370,1703 CyoHp, 370,1722 -1,9
Cho9 356,1582 CasHyo 356,1565 +1,7
Ch 10 356,1572 CasHao 356,1565 +0,7
368,1574 CaoHao 368,1565 +0,9
370,1700 CyoHao 370,1722 2,2
382,1741 CsoHa2 382,1722 +1,9
384,1886 CsoHz4 384,1878 +0,8
396,1884 Cs1Ha 396,1878 +0,6

Berechnung der theoretischen m/z-Werte anhand der exakten Isotopenmassen: 'H: 1,007825 u, '2C: 12,000000 u

(Pretsch et al., 2000).
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Abb. 3-12: 70 eV El-Massenspektren des isolierten Kohlenwasserstoffs aus Liliocrinus (Li 1) und
Carnallicrinus (Ch 10). Das Signal bei m/z 370 stammt von einem begleitenden PAK, der nicht vollstindig

abgetrennt werden konnte.

3.4.2 Methanolextrakte

Die Methanolextrakte der untersuchten Fossilproben von Liliocrinus munsterianus,
Carnallicrinus carnalli und Encrinus cf. spinosus zeigten iibereinstimmend eine mehr oder
weniger deutliche rosa bis purpurne Farbung (Abb. 3-13); bei den Methanolextrakten von
Liliocrinus war diese Farbung so intensiv, dafl die Losungen nur auf ein Aliquotvolumen von

10 ml eingeengt wurden (in allen anderen Fillen 1 ml). Die Methanolextrakte der
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Sedimentproben und jenes von Encrinus liliiformis wiesen dagegen eine gelbliche Farbung

auf.

Die UV/Vis-Messungen der Methanolextrakte ergaben fiir
die rosa gefarbten Losungen durchgehend sehr #hnliche

Spektren mit charakteristischen Absorptionsbanden. Die

Absorptionsmaxima lagen im sichtbaren Wellenlédngen-
bereich jeweils bei 571, 530, 495, 458 nm und im UV-
Bereich bei 332 und 279 nm (siche Abschnitt 7.2). Die
gelblich gefiarbten Losungen der Sedimentproben und von
Encrinus liliiformis zeigten dagegen keine
charakteristischen =~ Absorptionsbanden, sondern eine
kontinuierlich zu ldngeren Wellenldngen hin abnehmende

Absorption  (Abschnitt  7.2). Durch Vergleich der

Absorptionsbanden der rosa gefarbten Losungen mit den

entsprechenden Banden der Phenanthroperylenchinon-

Referenzen konnte auf eine enge Verwandtschaft der Abb. 3-13: Methanolextrakt von
fossilen Pigmente zu dieser Stoffgruppe geschlossen werden Liliocrinus.

(Abb. 3-14). Dabei zeigten die Spektren der fossilen

Pigmente vor allem im Vergleich zu Fringelit F (Absorptionsmaxima bei 571, 530, 495, 458,
332, 280 nm) eine groBe Ubereinstimmung. Eine eindeutige Bestimmung war allerdings nicht
moglich, da die Absorptionsspektren verschiedener Phenanthroperylenchinone sich nur

geringfiigig unterscheiden oder wie im Fall von Hypericin und Pseudohypericin sogar nahezu

identisch sind.

Bei der HPLC-Untersuchung der Methanolextrakte mit der zuvor entwickelten Methode zur
Trennung verschiedener Phenanthroperylenchinone konnten in den rosa gefarbten Losungen
im wesentlichen drei verschiedene Verbindungen festgestellt werden (Abb. 3-15), wobei
allerdings aufgrund sehr &hnlicher chromatographischer Eigenschaften (Retentionszeiten:
17,5, 17,8, 18,1 min) eine vollstdndige Auftrennung (Basislinientrennung) nicht mdglich war.
In den entsprechenden Losungen der Sedimentproben und jener von Encrinus liliiformis
konnten diese Verbindungen nicht nachgewiesen werden. Die Messung der
Referenzverbindungen ergab jeweils iibereinstimmende Retentionszeiten fiir Hypericin und
die fossile Verbindung mit der kiirzesten Retentionszeit sowie fiir Fringelit F und die darauf

folgende fossile Verbindung (Abb. 3-15).
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Abb. 3-14: UV/Vis-Spektrum eines Methanolextrakts von Liliocrinus (Probe Li 1) und Vergleichsspektren von
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Abb. 3-15: Chromatogramme ausgewahlter Methanolextrakte von Liliocrinus, Encrinus und Carnallicrinus

sowie Standards der Referenzverbindungen Fringelit F und Hypericin. Probe Li 1, 10 ml Aliquot; Probe En 3,

1 ml Aliquot; Probe Ch 8, 1 ml Aliquot 1:1 mit Methanol verdiinnt; Probe Ch 9, 1 ml Aliquot.
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Abb. 3-16: ESI-Massenspektren (negative lonen) ausgewéhlter Methanolextrakte von Liliocrinus, Encrinus und

Carnallicrinus.

Anhand der LDI-Massenspektren der Methanolextrakte konnten die Befunde aus den HPLC-

Untersuchungen weiter unterstiitzt werden. Bei allen rosa gefdarbten Losungen trat im negativ-

Ionen Modus ein Basispeak bei m/z 475 (entsprechend [M—H] von Fringelit F) auf, der je

nach Probe von kleineren Peaks bei m/z 489 und 503 (letzterer entsprechend [M—H] von

Hypericin) begleitet wurde (siehe Abschnitt 7.3). Durch ergdnzende Messungen ausgewéhlter

Proben mit ESI-MS im negativ-lonen Modus konnten iibereinstimmende Ergebnisse erhalten

werden (Abb. 3-16). Im positiv-lonen Modus traten in den LDI-Massenspektren vor allem bei
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den Crinoidenproben einige zusétzliche Signale auf. Eine Zuordnung zu bestimmten

Verbindungen war im Rahmen der vorliegenden Arbeit jedoch nicht méglich.

Fiir eine eindeutige Identifizierung der Pigmente wurden einzelne Proben zusétzlich mit ESI-
FT-ICR-MS und ESI-MS/MS untersucht, wodurch die Bestimmung exakter Massen
(Tab. 3-7) ermoglicht wurde und strukturspezifische Fragmentierungsmuster (Abb. 3-17 und
Abb. 3-18) erzeugt werden konnten. Anhand der ermittelten Summenformeln und durch
direkten Vergleich mit den Tandemmassenspektren der Referenzverbindungen konnten die
Hauptverbindungen der Methanolextrakte schlieBlich als Fringelit F, Desmethylhypericin und

Hypericin bestimmt werden.

Tab. 3-7: ESI-FT-ICR-MS-Daten ausgewihlter Methanolextrakte.

Probe m/z, gemessen Formel m/z, berechnet Fehler [10™° u]

Lil 475,04583 Cy3H110s 475,04594 0,11
489,06141 Ca9H1308 489,06159 —0,18
503,07728 C30H1503 503,07724 +0,04

Ch 8 475,04536 Cy3H110s 475,04594 0,58
489,06133 Ca9H1303 489,06159 —-0,26
503,07723 C30H 1503 503,07724 —-0,01

Cho9 475,04507 Cy3H110s 475,04594 0,87
489,06121 Ca9H1303 489,06159 0,38
503,07670 C30H 1503 503,07724 —-0,54

Die theoretischen m/z-Werte beziehen sich auf das [M—H] -Ion einschlieBlich des Elektrons; Berechnung anhand
der exakten Isotopenmassen: 'H: 1,007825 u, '2C: 12,000000 u, '°0: 15,994915 u; Elektronenmasse fiir Anion:
0,000548 u (Pretsch et al., 2000).

Alle drei Verbindungen zeigten bei den ESI-MS/MS-Experimenten ein sehr &dhnliches
Verhalten und ergaben vergleichbare Fragmentierungsmuster mit entsprechend zu den
jeweiligen Vorlduferionen um m/z 14 verschobenen Signalen. Mit 59 eV war jedoch eine
relativ hohe Stoflenergie erforderlich, um eine erkennbare Fragmentierung der Ionen zu
erreichen. AuBBerdem konnten unterhalb des dargestellten Massenbereichs keine weiteren
Fragmentionen beobachtet werden. Analog zu den Ergebnissen von bisher untersuchten

Phenanthroperylenchinonen (Piperopoulos et al., 1997) lassen sich die Fragmentierungen
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Abb. 3-17: ESI-Tandemmassenspektren (negative Ionen) der Referenzverbindungen Fringelit F und Hypericin

sowie der fossilen Pigmente aus Liliocrinus, Encrinus und Carnallicrinus.

durch Tautomerie und Geriistumlagerung vor Abspaltung von Keten (CH,CO), CO; und CO

(Tab. 3-8) plausibel erkldren. Eine Abspaltung von Methan (CH4), wie sie bei Hypericin

festzustellen ist, fehlt bei Fringelit F aber auch bei Desmethylhypericin.
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Abb. 3-18: ESI-Tandemmassenspektren (negative lonen) von Desmethylhypericin aus Liliocrinus und

Carnallicrinus.

Tab. 3-8: Zuordnung der ESI-MS/MS-Signale.

m/z Ion

Fringelit F

475 [M-H]

430 [M-H-CO>-H-]

405 [M-H-CH,CO-CO]
377 [M-H-CH,CO-2CO]"
333 [M-H-CH,CO-2CO-CO,]
Desmethylhypericin

489 [M-H]

444 [M-H-CO,-H-]"

419 [M-H-CH,CO-CO]
391 [M-H-CH,CO-2CO]"

347 [M-H-CH,CO-2CO-CO,]
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Tab. 3-8: Fortsetzung.

m/z Ion

Hypericin

503 [M-H]

487 [M-H-CH4]”

458 [M-H-CO>-H-]

433 [M-H-CH,CO-CO]

405 [M-H-CH,CO-2CO]"

361 [M-H-CH,CO-2CO-CO,]

'H-NMR-Spektren, die von ausgewihlten Methanolextrakten aufgenommen wurden, konnten
nur eingeschrankt interpretiert werden. Da aufgrund der geringen Probenmengen nur
Gesamtextrakte und nicht wie sonst iiblich Einzelverbindungen untersucht werden konnten,
war eine eindeutige Zuordnung von Signalen zu bestimmten Verbindungen sehr schwierig
und gelang nur in Féllen mit einer iliberschaubaren Anzahl von Signalen im relevanten
Mefbereich. Ein Beispiel einer solchen Messung ist in Abb. 3-19 dargestellt. Durch Vergleich
mit Literaturwerten (Cameron und Raverty, 1976; Rodewald et al., 1977) gelang es, die
Signale im Aromatenbereich des Spektrums Fringelit F bzw. Hypericin zuzuordnen. Die
charakteristischen Signale mit einer chemischen Verschiebung von 9,15 (Dublett), 7,56
(Dublett) und 6,80 (Singulett) entsprechen den zu erwartenden Signalen flir Fringelit F,
wiéhrend die beiden Singulett-Signale mit einer Verschiebung von 7,38 und 6,74 jenen von

Hypericin entsprechen.

S
]

,jw\uk A y Uy
ekl f e

I
i
T T

LR B s
82 8.0 78 76
(ppm)

© 2 Integral
© | /
1.0000
I\
E N

»70.0453

——
0.1165
e~

1.1572
2 11.4478

T T
72 7.0

©
=~
©
[N)
© |
o
<)
@
)
=y
@
IS
~
o
@
o
=

Abb. 3-19: 'H-NMR Spektrum (Ausschnitt) eines Methanolextrakts von Carnallicrinus (Ch 9) (500 MHz,
CD;OD). 6 9,15* (d, J = 9,9 Hz), 8,54 (s), 7,56* (d, J = 8,8 Hz), 7,38** (s), 6,80* (s), 6,74** (s), 2,80%** (s);
*Fringelit F, **Hypericin.
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3.4.3 DMSO-Extrakte

Mit DMSO als Losungsmittel konnten trotz der vorangegangenen Extraktionsschritte mit
Toluol und Methanol bei allen untersuchten Proben noch betrichtliche zusétzliche Mengen an
organischem Material extrahiert werden. Diese Substanzmengen waren bei den meisten
Proben so grofB3, dafl die Losungen fiir die UV/Vis- und HPLC-Messungen stark verdiinnt
werden muflten. Die (verdiinnten) Lésungen zeigten iiberwiegend eine braunliche Féarbung;
bei den Losungen der gefdrbten Crinoidenproben war zusétzlich ein rosa Farbton erkennbar.
Die UV/Vis-Messungen der DMSO-Extrakte ergaben im allgemeinen dhnliche Spektren wie
die UV/Vis-Messungen der entsprechenden Methanolextrakte (sieche Abschnitt 7.2), bei den
Extrakten der gefarbten Crinoidenproben war der Untergrund allerdings durchgehend hoéher
und die Absorptionsmaxima im sichtbaren Bereich des Spektrums je nach Probe um 8-16 nm

bathochrom verschoben.

Bei der HPLC-Untersuchung der DMSO-Extrakte, die unter den gleichen Bedingungen wie
die Messung der Methanolextrakte durchgefiihrt wurde, zeigte sich, da3 durch DMSO bei den
Proben der gefirbten Crinoiden weitere Mengen der bereits in den Methanolextrakten
festgestellten Pigmente Fringelit F, Desmethylhypericin und Hypericin extrahiert wurden.
Auch bei den LDI-Massenspektren (negative lonen) dieser Extrakte waren wieder deutliche
Signale bei m/z 475, 489 und 503 festzustellen (siche Abschnitt 7.3). Im positiv-lonen Modus
konnten vor allem bei den Sedimentproben zahlreiche weitere Signale festgestellt werden.
Angesichts der uniiberschaubaren Informationsfiille war eine detaillierte Interpretation dieser

Signale im Rahmen der vorliegenden Arbeit jedoch nicht moglich.

3.5 Quantifizierung der Verbindungen im fossilen Material

Anhand der externen Kalibrierungen von HHPP, Fringelit F und Hypericin konnte eine
Quantifizierung der fossilen Verbindungen in den Toluol-, Methanol- und DMSO-Aliquots
vorgenommen werden (Tab. 7-2). Dabei wurden die Standardldsungen von Fringelit F auch
fir die Quantifizierung von Desmethylhypericin verwendet. Die auf dieser Grundlage
ermittelten Konzentrationen im fossilen Material sind in Tab. 3-9 dargestellt. Die
Reproduzierbarkeit der Quantifizierung wurde durch wiederholte Analyse (n = 3) einer
homogenisierten Probe von Liliocrinus bestimmt (siche Abschnitt 3.6.1). Die dabei ermittelte

relative Standardabweichung lag fiir alle quantifizierten Verbindungen im Bereich von 2-3 %.
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Tab. 3-9: Pigment- und Kohlenwasserstoffkonzentrationen in Liliocrinus, Encrinus und

Carnallicrinus (ng/g Fossil).

Probe Hypericin Desmethyl- Fringelit F HHPP
hypericin

Liliocrinus munsterianus,

Oberer Jura

Lil 5,0 175,5 289,5 1,5
Encrinus sp. cf. E. spinosus,

Mittlere Trias

En3 2,5% <1,2% 18,8%* <0,5%*
Carnallicrinus carnalli,

Mittlere Trias

Cho 1,7 1,5 27,3 <0,8
Ch 8 <0,2 3,0 26,0 0,5
Ch 10 <0,1 <0,4 6,6 0,4

*Die tatsdchlichen Konzentrationen der Verbindungen im Fossil liegen bei Probe En 3 etwa um den Faktor 2

iiber den angegebenen Werten, da hier umgebender Kalkstein nicht vollstindig abgetrennt werden konnte.

3.6 Extraktionsexperimente
3.6.1 Sequentielle Extraktion des fossilen Materials

Mit einer im Morser homogenisierten Probe von Liliocrinus konnte der EinfluBl der
Carbonatmatrix auf das Extraktionsverhalten getestet werden. Dabei wurde durch quantitative
HPLC-Untersuchung der einzelnen Toluol-, Methanol- und DMSO-Extrakte bestimmt, wie
stark sich eine vorherige Probenbehandlung mit Salzsdure auf die extrahierten Mengen der
untersuchten Verbindungen auswirkt. Wéahrend sich HHPP und andere PAKSs unabhingig
davon, ob das Carbonat vorher aufgelost wurde oder nicht, in gleichen Mengen extrahieren
lieBen, traten bei der Extraktion der Pigmente je nach Behandlung erhebliche Unterschiede

auf (Abb. 3-20).
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Abb. 3-20: HHPP, Fringelit F + Desmethylhypericin und Hypericin in Toluol-, Methanol- und DMSO-Extrakten
von Liliocrinus (NMB M 8908). Sequentielle Extraktion von 0,5 g gemorserter Probe nach HCl-Behandlung
(n =3) bzw. ohne HCI-Behandlung.

3.6.2 Sequentielle Extraktion des Modellpréaparats

Bei der Extraktion des Modellpriaparats (5 mg Hypericin in 3 g Calciumcarbonat) unter
gleichen Bedingungen wie bei den fossilen Proben zeigte sich, dal Hypericin im Gegensatz
zu den fossilen Pigmenten unabhidngig von der Anwesenheit einer Carbonatmatrix in
vergleichbaren Mengen extrahiert werden kann (Abb. 3-21). Die Wiederfindung betrug dabei
38 % (Extraktion nach vorheriger HCl-Behandlung) bzw. 49 % (Extraktion ohne vorherige
HCIl-Behandlung). Bemerkenswert ist, dal bei vorheriger Behandlung des Modellpriparats
mit Salzsdure ein kleiner Anteil Hypericin bereits mit Toluol extrahiert werden kann, wéhrend
dies bei direkter Extraktion des Modellpriparats und bei der Extraktion der fossilen Pigmente

nicht moglich ist.
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Abb. 3-21: Hypericin in Toluol-, Methanol- und DMSO-Extrakten des Modellpréparats. Sequentielle Extraktion

von 0,2 g Probe nach bzw. ohne HCI-Behandlung.
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4 Diskussion

4.1 Erhaltung des fossilen Materials

Die violette Eigenfarbe der Crinoiden wird, wie bei bereits frither bei Liliocrinus festgestellt
wurde (Blumer, 1951), durch auBlerordentlich kleine (nur wenige Mikrometer grof3e) gefarbte
Einschliisse hervorgerufen, die fein verteilt im ungefdrbten Calcit der Fossilien eingelagert
sind. Ergdnzend kann beobachtet werden, dall diese Einschliisse teilweise entlang eines
gitterartigen Musters in der Calcitmatrix angeordnet sind. Letzteres Merkmal wird in der
urspriinglichen Beschreibung nicht erwéhnt, ist aber von zentraler Bedeutung, da Crinoiden
zu einem GroBteil aus einem gitterartigen Innenskelett (Stereom) aus Calcit bestehen, dessen
mikroskopische Poren beim lebenden Tier mit Gewebe ausgefiillt sind (siche Abschnitt 1.3).
Man kann daher annehmen, dal} es sich bei den Einschliissen der fossilen Crinoiden um
organisches Material handelt, das noch in den urspriinglichen Strukturen der Crinoiden
erhalten ist (In-situ-Erhaltung) und hier durch Ausfillung von Calcitzement eingeschlossen
wurde. Daraus kann geschlossen werden, daBl eine frilhe Zementation neben anderen
Einfliissen sicher ein wichtiger Faktor fiir die Erhaltung von organischem Material in

Crinoiden ist.

4.2 Struktur der fossilen Pigmente und Kohlenwasserstoffe

Wie die analytischen Ergebnisse zeigen, handelt es sich bei den fossilen Pigmenten in
Liliocrinus munsterianus, Carnallicrinus carnalli und Encrinus cf. spinosus um eine Serie
von Hexahydroxyphenanthroperylenchinonen: Hypericin (C3oH;60g), Desmethylhypericin
(C29H1405) und Fringelit F (C,sH;,0s). Damit kann eindeutig festgestellt werden, dal} es sich
bei den von Liliocrinus bekannten Fringelit-Pigmenten mit Ausnahme von Fringelit F nicht
um die bisher beschriebenen Strukturen (siehe Abb. 1-2) handelt. In Wirklichkeit handelt es
sich bei Blumers ,,Fringelit D* um Hypericin und bei ,,Fringelit E*“ um Desmethylhypericin
(die gednderten Strukturen wurden unter Vorbehalt auch von Blumer (1971) beschrieben,
jedoch in einer spiteren Arbeit (Blumer, 1976) wieder revidiert); Fringelit H, das
mutmaBliche Hauptpigment von Liliocrinus (Thomas und Blumer, 1964; Blumer, 1965),
konnte in keiner der Proben nachgewiesen werden, obwohl sein Vorkommen aufgrund seiner
Loslichkeit in DMSO (Falk et al., 1992) zumindest in den DMSO-Extrakten zu erwarten

gewesen wire. Aufgrund der neuen Ergebnisse und um Verwechslungen mit den
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urspriinglichen Fringelit-Strukturen zu vermeiden, sollte die Bezeichnung ,,Fringelite® nicht

mehr fiir diese Gruppe fossiler Pigmente verwendet werden.

Unter den Kohlenwasserstoffen konnte in Ubereinstimmung mit friiheren Untersuchungen
(Blumer, 1962b; Thomas und Blumer, 1964) die Hauptverbindung von Liliocrinus als HHPP
(CagHy0) 1dentifiziert und dartiber hinaus auch in Carnallicrinus carnalli und Encrinus cf.
spinosus mnachgewiesen werden. Weitere, bisher nicht beschriebene PAKSs, konnten
massenspektrometrisch durch ihre Summenformeln charakterisiert werden, darunter auch
zwel Verbindungen, bei denen es sich vermutlich um die entsprechenden PAK-Grundkdrper
(Ca9Hz,, C30Ha4) von Desmethylhypericin und Hypericin handelt. Verschiedene akzessorische
PAKs, die von Blumer in geringer Konzentration (<0,1 ppm) bei Liliocrinus festgestellt
wurden (siche Abb. 1-3), konnten hingegen (vermutlich aufgrund zu kleiner Probenmengen)

bei keiner der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Crinoiden nachgewiesen werden.

4.3 Biosynthese und mogliche biologische Bedeutung der Pigmente

Hypericin ist normalerweise durch sein Vorkommen im Johanniskraut (Hypericum
perforatum), einer weit verbreiteten Heilpflanze, bekannt und wurde in jlingster Zeit wegen
seiner Bedeutung als pharmakologisch wirksamer Substanz intensiv erforscht (Falk, 1999).
Verwandte Anthrachinone, Bianthrone und Phenanthroperylenchinone kommen aber auch in
rezenten Crinoiden vor und eine Gruppe bromierter Hypericinderivate wurde sogar in der
gestielten Crinoide Gymnocrinus richeri gefunden (siehe Abschnitt 1.5). Es kann daher
angenommen werden, daf3 die iiberlieferten Pigmente im fossilen Material noch nahezu in
ihrer urspriinglichen Struktur vorliegen und daB folglich Pigmente vom Hypericin-Typ im
Mesozoikum ehemals analog zu den oben genannten Polyketidverbindungen {iber den Acetat-
Malonat-Biosyntheseweg gebildet wurden (Einzelheiten zur Biosynthese von aromatischen
Polyketiden sind z. B. bei Shen (2000) zu finden). Da Polyketidpigmente in heutigen
Crinoiden haufig auch als Sulfatester vorkommen (siche Abb. 1-8) und fiir einzelne Vertreter
dieser Verbindungen eine fraabwehrende Wirkung gegeniiber Fischen festgestellt wurde
(Rideout et al., 1979; Takahashi et al., 2002), kann dariiber hinaus vermutet werden, daf} die
fossilen Pigmente urspriinglich eine dhnliche Bedeutung fiir die mesozoischen Crinoiden
hatten. Obwohl durch die vorliegende Untersuchung das Vorkommen von

Polyketidpigmenten bislang nur fiir wenige fossile Crinoiden sicher belegt werden kann,
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erscheint ein allgemeines Fehlen einer chemischen Verteidigung bei mesozoischen Crinoiden,

wie es von McClintock et al. (1999) vermutet wurde, eher unwahrscheinlich.

4.4 Diagenese

Das Vorkommen einer Vergesellschaftung von nahe verwandten Phenanthroperylenchinonen
und PAKs, wie sie bei den gefirbten Crinoiden festzustellen ist, wire in einem heutigen
Lebewesen nicht zu erwarten, da bei der Biosynthese von Naturstoffen im allgemeinen
spezifische Verbindungen und nicht Serien von Verbindungen gebildet werden. Es
verwundert daher nicht, da3 bisher alle diese Verbindungen mit Ausnahme von Hypericin
ausschlieflich in fossilen Crinoiden gefunden wurden. Das gemeinsame Vorkommen der
Verbindungen spricht somit viel eher fiir eine diagenetische Bildung von Desmethylhypericin,
Fringelit F und den begleitenden PAKs als fiir eine Bildung durch Biosynthese. Das
Vorkommen von Desmethylhypericin als Zwischenglied zwischen Hypericin und Fringelit F
deutet auf eine schrittweise Abspaltung von Methylgruppen mit Hypericin als
Ausgangsverbindung und Fringelit F als vorldufigem Endprodukt. Da zudem zahlreiche
PAKSs als diagenetische Produkte von natiirlichen Vorlauferverbindungen interpretiert wurden
(Neilson und Hynning, 1998; Simoneit, 1998) und insbesondere Perylen als Produkt von
Perylenchinonen vermutet wurde (Jiang et al., 2000), erscheint eine analoge Umwandlung
von Fringelit F zu HHPP ebenfalls plausibel. Basierend auf der In-situ-Erhaltung von
Hypericin und seinen wahrscheinlichen Abbauprodukten kann somit der in Abb. 4-1

dargestellte Diagenesepfad vermutet werden.

OH O OH OH O OH OH O OH
. C‘O SO SO 0
—_— —_— _—
RESS RESS RESS 909
OH O OH OH O OH OH O OH
Hypericin Desmethylhypericin Fringelit F HHPP

Abb. 4-1: Vermuteter Diagenesepfad fiir den Abbau von Hypericin in fossilen Crinoiden.

Nicht nur die Strukturen der gefundenen Verbindungen an sich, sondern auch die jeweiligen

Konzentrationen der Verbindungen im fossilen Material lassen einen solchen diagenetischen
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Abbau von Hypericin wahrscheinlich erscheinen. Die Gesamtpigmentkonzentration von
Liliocrinus (siehe Tab. 3-9) entspricht in etwa den Ergebnissen aus friiheren Bestimmungen,
die durch semiquantitative Analyse von Kilogrammengen fossilen Materials erhalten
wurden (Blumer, 1960). Vergleicht man diese Konzentrationen mit jenen der iibrigen
untersuchten Crinoiden, so fallt auf, dal die Pigmentkonzentrationen der Jura-Crinoide
Liliocrinus um etwa eine Groflenordnung iiber jenen der Trias-Crinoiden Carnallicrinus und
Encrinus liegen, was auf einen Zusammenhang des Abbaus an organischem Material mit dem
geologischen Alter der Fossilien schlieBen 146t. Die zum Teil erheblichen Unterschiede der
Pigmentkonzentrationen unter den Trias-Crinoiden konnen wiederum im Zusammenhang mit
der Art des umgebenden Sedimentgesteins und dessen Diagenese interpretiert werden. Die
deutlich gefirbten Carnallicrinus-Proben (Ch 8, Ch 9) stammen aus einer Mikrofazies mit
mikritischen Kalksteinen, wihrend die nur schwach gefirbte Probe (Ch 10) aus einer
Mikrofazies mit stark pordsen Kalksteinen stammt. Diese Verhéltnisse konnen auch
verallgemeinert werden, da Exemplare aus der Umgebung von Freyburg mit deutlichen
Féarbungen iiberwiegend in mikritischen Kalksteinen erhalten sind, wéhrend Exemplare mit
blasser Farbung in pordsen Kalksteinen vorkommen. Da letztere Kalksteine durch
Losungsvorginge stark alteriert wurden, kann davon ausgegangen werden, dafl die relativ
geringen Pigmentkonzentrationen der hier eingebetteten Crinoiden ein Ergebnis dieser
diagenetischen Vorginge sind. Das Fehlen von Farbungen bei Carnallicrinus von anderen
Fundstellen (Engelking, 1952) ist vermutlich ebenfalls auf diagenetische Faktoren

zuriickzufiihren.

Betrachtet man die relativen Mengen der einzelnen Verbindungen, konnen weitere Hinweise
festgestellt werden, die den oben beschriebenen Diagenesepfad unterstiitzen. Fringelit F, das
Endprodukt des vermuteten Demethylierungsprozesses, tritt in allen analysierten
Crinoidenproben als Hauptverbindung auf, wihrend Desmethylhypericin in gréferen
Konzentrationen nur in der geologisch jiingsten Crinoide (Liliocrinus) nachgewiesen werden
konnte; Hypericin schlieBlich kommt sowohl in der jurassischen als auch den triassischen
Crinoiden in relativ geringen Konzentrationen vor. Vergleichbar zu den Pigmentanteilen
korreliert auch das Verhéltnis von HHPP zu Fringelit F mit dem Grad der diagenetischen
Veranderungen (abgeleitet vom geologischen Alter der Fossilien und der Art des umgebenden
Gesteins). Es fillt allerdings auf, dal im Gegensatz zu den betridchtlichen Unterschieden bei
den Pigmentkonzentrationen HHPP in allen Crinoidenproben in vergleichbar geringen
Konzentrationen vorkommt. Da man jedoch in den geologisch &dlteren Crinoiden aus der Trias

deutlich hohere Konzentrationen an HHPP als bei der jurassischen Crinoide erwarten wiirde,
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kann man daraus ableiten, dal HHPP nicht das Endprodukt des diagenetischen Abbaus
darstellt und neben dem beschriebenen Diagenesepfad noch weitere Reaktionen eine Rolle

gespielt haben miissen.

4.5 Vorkommen der fossilen Pigmente und Chemotaxonomie

Das gemeinsame Vorkommen von Hypericin, Desmethylhypericin und Fringelit F in den
triassischen Crinoiden Carnallicrinus carnalli (Deutschland) und Encrinus cf. spinosus
(Polen) sowie der jurassischen Liliocrinus munsterianus (Schweiz) zeigt, daB3 diese Pigmente
sowohl zeitlich als auch geographisch viel weiter verbreitet sind als bisher bekannt war. Auch
das gemeinsame Vorkommen der Pigmente in unterschiedlichen Crinoidengruppen (C.
carnalli und E. spinosus werden zur Ordnung Encrinida gestellt, wihrend L. munsterianus zur
Ordnung Millericrinida gerechnet wird) (Abb. 4-2) ld6t auf eine urspriinglich weite
Verbreitung der Pigmente schlieBen. Betrachtet man einzelne Arten der Ordnung Encrinida,
fallt allerdings auf, daBl innerhalb der Ordnung groBe Unterschiede im Vorkommen der
fossilen Pigmente bestehen. Wahrend in der untersuchten Probe von Encrinus cf. spinosus
Phenanthroperylenchinone in relativ hohen Konzentrationen vorkommen, konnen in der
Probe der nahe verwandten Art Encrinus liliiformis keinerlei Spuren dieser Verbindungen
nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse konnen auch verallgemeinert werden, da weitere
gefarbte Exemplare von E. spinosus vorliegen und von E. liliiformis, trotz umfangreichen
Sammlungsmaterials, keine vergleichbar gefarbten Exemplare bekannt sind. Andere Vertreter
der Ordnung Encrinida wie z. B. Chelocrinus schlotheimi (Hagdorn, 1982) und Chelocrinus
nov. sp. (Ernst und Loffler, 1993) zeigen hingegen dhnliche Farbungen wie Carnallicrinus
carnalli. Zusammenfassend kann fiir die Ordnung Encrinida festgestellt werden, da3 das
Vorkommen von Férbungen vermutlich artspezifisch ist und somit auch fiir
chemotaxonomische Betrachtungen verwendet werden kann. Bei der Anwendung besteht
allerdings eine wesentliche Einschrinkung in der starken Abhéngigkeit der Farberhaltung von
diagenetischen Faktoren (siehe Abschnitt 4.4). Negativbefunde fiir eine Art konnen daher
nur als gesichert angesehen werden, wenn vom gleichen Vorkommen auch gefarbte

Exemplare einer anderen Crinoidenart bekannt sind.
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Abb. 4-2: Stratigraphie und Verwandtschaft der Gattungen der Ordnung Encrinida (Hagdorn, 2004).

4.6 Chemische Stabilitat der Pigmente

Obwohl im Rahmen der vorliegenden Untersuchung eine direkte Bestimmung der
Pigmentspezies im fossilen Material nicht mdglich war, konnten durch die sequentielle
Extraktion von fossilem Material und einem Modellpriparat, jeweils nach vorherigem
SalzsdureaufschluB und ohne Sdurebehandlung, experimentelle Beobachtungen gesammelt
werden, die aufschluBireiche Riickschliisse zur chemischen Stabilisierung der Pigmente

ermdglichen.

Wie die Ergebnisse der Extraktionsexperimente zeigen, lassen sich Hypericin und seine
Derivate nur nach vorherigem SalzsdureaufschluB in groeren Anteilen aus dem
pulverisierten fossilen Material extrahieren, wihrend begleitende Kohlenwasserstoffe
unabhidngig von einer solchen Behandlung extrahiert werden konnen. Da bei
Phenanthroperylenchinonen aufgrund der starken Aciditdt ihrer bay-Hydroxygruppen eine
Salzbildung naheliegend ist und auch Hypericin im Johanniskraut als Salz gebunden vorliegt,
kann daraus geschlossen werden, dafl die Pigmente im fossilen Material vermutlich ebenfalls
als Salze gebunden sind. Wie die fossilen Vorkommen und die Ergebnisse einer fritheren
Untersuchung mit Fringelit D als Modellsubstanz nahelegen (Falk und Mayr, 1997), handelt

es sich dabei wahrscheinlich um schwerlosliche Salze mit zweiwertigen Ionen
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(vermutlich Ca®"). Eine Bildung von polymeren Salzen wie bei Fringelit D, das bisher als
fossiles Pigment vermutet wurde, ist bei Hypericin, Desmethylhypericin und Fringelit F
allerdings nicht moglich, da diese Verbindungen im Unterschied zu Fringelit D nur eine stark

saure bay-Hydroxygruppe aufweisen.

Die Ergebnisse der Extraktion des Modellpriparats zeigen, dall eine bloe Adsorption der
fossilen Phenanthroperylenchinon-Pigmente an die Carbonatmatrix als Erkldrung fiir deren
starke Bindung ausgeschlossen werden kann. Es wird allerdings vermutet, da3 die bei den
fossilen Proben vorhandene komplexe organische Matrix von Bedeutung fiir die
Stabilisierung der Pigmente ist, da im Gegensatz zum Modellpréparat bei den fossilen Proben
in keinem Fall Phenanthroperylenchinon-Pigmente in den Toluolfraktionen nachgewiesen

werden konnten.
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Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zeigen, dal violette Farbungen der fossilen
Crinoiden Liliocrinus munsterianus (Oberer Jura), Carnallicrinus carnalli (Mittlere Trias)
und Encrinus cf. spinosus (Mittlere Trias) durch Einschliisse des organischen Naturstoffs
Hypericin sowie nahe verwandter Derivate hervorgerufen werden. Dabei handelt es sich um
nahezu original erhaltene Pigmente bzw. um nur gering verdnderte Diageneseprodukte, wie
aus der In-situ-Erhaltung der Verbindungen und aufgrund des Vorkommens von dhnlichen
Hypericinderivaten in heutigen Crinoiden geschlossen werden kann. Bei den Pigmenten der
Trias-Crinoiden handelt es sich dariiber hinaus um die &ltesten Vertreter polyzyklischer
Chinone iiberhaupt. Die einzigen anderen fossilen polyzyklischen Chinone sind die Quincyt-
Pigmente, die in den sedimentidren Ablagerungen eines eozdnen Sees gefunden wurden

(Prowse et al., 1991).

Das gemeinsame Auftreten der Pigmente in fossilen Crinoiden, die aus unterschiedlichen
geologischen Zeitaltern stammen, unterschiedlicher geographischer Herkunft sind und
verschiedenen Crinoidengruppen angehdren, zeigt, daB3 es sich bei dem Vorkommen dieser
Pigmente nicht um ein lokales Phdnomen, sondern um ein verbreitetes Merkmal handelt. Da
in den Crinoiden die gleiche charakteristische Vergesellschaftung von nahe verwandten
Pigmenten und PAKs gefunden wurde, wird aulerdem vermutet, da3 der daraus abgeleitete
Diagenesepfad einen allgemeinen Reaktionsweg fiir den Abbau von Hypericin in fossilen
Crinoiden darstellt. Aus chemischer Sicht wiére ein solcher Reaktionsweg &dulerst
bemerkenswert, da eine Abspaltung von Methylgruppen von einem Aromatengeriist aufgrund
der hohen Stabilitét der relevanten C—C-Bindungen nur sehr schwer méglich ist. Ahnliche
Reaktionen wurden jedoch schon fiir Methylaromaten in Erddl beschrieben (Behar et al.,
1999), so dafl eine Demethylierung von Hypericin am ehesten iiber einen natiirlichen

thermalen Cracking-Prozef3 vorstellbar ist.

Aufgrund des seltenen Vorkommens von fossilen Crinoiden mit Farberhaltung, die nur in
begrenztem Umfang fiir chemische, materialverbrauchende Untersuchungen zur Verfiigung
stehen, konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit nur exemplarisch Proben untersucht
werden. Es konnte jedoch gezeigt werden, dal gut erhaltene fossile Crinoiden wichtige
Informationen zum Vorkommen und zur Diagenese von endogenen Biomolekiilen in der
fossilen Uberlieferung liefern kdnnen. Vor allem charakteristisch violett gefirbte Crinoiden

sollten als potentielle Quelle fiir molekulare Informationen angesehen werden. Um die
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stratigraphische Reichweite der Phenanthroperylenchinone und deren chemotaxonomische
Bedeutung noch genauer bestimmen zu koénnen, sollte in zukiinftigen Arbeiten noch
umfangreicheres Material gefarbter Crinoiden aus verschiedenen Erdzeitaltern untersucht
werden. Fiir vergleichende Untersuchungen wiren auch Analysen von heutigen gestielten

Crinoiden von grof3em Interesse.
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7.1 Kiristallographische Daten

Tab. 7-1: Kristallographische Daten von HHPP.

Summenformel
Molekiilmasse [g/mol]
Kristallgrofe [mm]
Kristallfarbe
Kristallform
Raumgruppe

a [A]

b[A]

c[A]

B

VA%

D, qic [g/crn3 ]

Z

Temperatur [K]

Pomin | Pimax

kmin | Kmax

Dnin | Inax

orange [°]

Rint

gemessene Reflexe
unabhéngige Reflexe
beobachtete Reflexe [/ > 2 & ()]
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7.2 UV/Vis-Spektren
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Abb. 7-1: UV/Vis-Spektrum von
Toluolextrakt Blank, 1 ml Aliquot.

Abb. 7-2: UV/Vis-Spektrum von
Methanolextrakt Blank, 1 ml Aliquot.

Abb. 7-3: UV/Vis-Spektrum von
DMSO-Extrakt Blank, 1 ml Aliquot.
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Abb. 7-4: UV/Vis-Spektrum von
0,4 1 Toluolextrakt Li 1, 1 ml Aliquot,
Absorptionsmaxima: 393, 370, 313 nm.
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Abb. 7-5: UV/Vis-Spektrum von
041 Methanolextrakt Li 1, 10 ml Aliquot
1:1 mit Methanol verdiinnt,
Absorptionsmaxima: 571, 531, 495,
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. Abb. 7-6: UV/Vis-Spektrum von
04 1 DMSO-Extrakt Li 1, 1 ml Aliquot 1:9
mit DMSO verdiinnt,
021 Absorptionsmaxima: 580, 540 nm.
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Extinktion
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Abb. 7-7: UV/Vis-Spektrum von
Toluolextrakt Ch 6.
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Abb. 7-8: UV/Vis-Spektrum von
Methanolextrakt Ch 6,
Absorptionsmaxima: 570, 530, 494,
457,330,271 nm.
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Abb. 7-9: UV/Vis-Spektrum von
DMSO-Extrakt Ch 6,
Absorptionsmaxima: 580, 538 nm.
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Abb. 7-10: UV/Vis-Spektrum von
Toluolextrakt Ch 7, 1 ml Aliquot.

Abb. 7-11: UV/Vis-Spektrum von
Methanolextrakt Ch 7, 1 ml Aliquot.

Abb. 7-12: UV/Vis-Spektrum von
DMSO-Extrakt Ch 7, 1 ml Aliquot 1:4
mit DMSO verdiinnt.
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“ Abb. 7-13: UV/Vis-Spektrum von
0.4 1 Toluolextrakt Ch 8, 1 ml Aliquot,
Absorptionsmaxima: 390, 351, 312 nm.
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. Abb. 7-14: UV/Vis-Spektrum von
041 Methanolextrakt Ch 8, 1 ml Aliquot 1:1
mit Methanol verdiinnt,
021 Absorptionsmaxima: 571, 530, 495,
458,332,279 nm.
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. Abb. 7-15: UV/Vis-Spektrum von
04 1 DMSO-Extrakt Ch 8, 1 ml Aliquot 1:4
mit DMSO verdiinnt,
021 Absorptionsmaxima: 586, 545 nm.
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Abb. 7-16: UV/Vis-Spektrum von
04 1 Toluolextrakt Ch 9, 1 ml Aliquot.
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Abb. 7-17: UV/Vis-Spektrum von
0,4 1 Methanolextrakt Ch 9, 1 ml Aliquot,
Absorptionsmaxima: 570, 530, 495,

0,2 1 458,331,279 nm.
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Abb. 7-18: UV/Vis-Spektrum von
0,4 DMSO-Extrakt Ch 9, 1 ml Aliquot,
Absorptionsmaxima: 586, 544 nm.
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“ Abb. 7-19: UV/Vis-Spektrum von
0.4 1 Toluolextrakt Ch 10, 1 ml Aliquot,
Absorptionsmaxima: 542, 503, 389,
0,2 1 349, 312 nm.
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. Abb. 7-20: UV/Vis-Spektrum von
0.4 1 Methanolextrakt Ch 10, 1 ml Aliquot,
Absorptionsmaxima: 570, 529 nm.
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. Abb. 7-21: UV/Vis-Spektrum von
04 1 DMSO-Extrakt Ch 10, 1 ml Aliquot
1:9 mit DMSO verdiinnt,
021 Absorptionsmaxima: 583, 541 nm.
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Abb. 7-22: UV/Vis-Spektrum von
Toluolextrakt Ch 11, 1 ml Aliquot.

Abb. 7-23: UV/Vis-Spektrum von

Methanolextrakt Ch 11, 1 ml Aliquot.

Abb. 7-24: UV/Vis-Spektrum von
DMSO-Extrakt Ch 11, 1 ml Aliquot
1:9 mit DMSO verdiinnt.
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Abb. 7-25: UV/Vis-Spektrum von
Toluolextrakt En 1, 1 ml Aliquot.
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Abb. 7-26: UV/Vis-Spektrum von
Methanolextrakt En 1, 1 ml Aliquot.
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Abb. 7-27: UV/Vis-Spektrum von
DMSO-Extrakt En 1, 1 ml Aliquot.
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Abb. 7-28: UV/Vis-Spektrum von
041 Toluolextrakt En 2, 1 ml Aliquot.
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Abb. 7-29: UV/Vis-Spektrum von
041 Methanolextrakt En 2, 1 ml Aliquot.
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Abb. 7-30: UV/Vis-Spektrum von
04 1 DMSO-Extrakt En 2, 1 ml Aliquot 1:4
mit DMSO verdiinnt.
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“ Abb. 7-31: UV/Vis-Spektrum von
047 Toluolextrakt En 3, 1 ml Aliquot.
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. Abb. 7-32: UV/Vis-Spektrum von
0.4 1 Methanolextrakt En 3, 1 ml Aliquot,
Absorptionsmaxima: 570, 530, 495,
0,2 1 458, 327 nm.
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. Abb. 7-33: UV/Vis-Spektrum von
04 1 DMSO-Extrakt En 3, 1 ml Aliquot 1:1
mit DMSO verdiinnt,
021 Absorptionsmaxima: 580, 538 nm.
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7.3 LDI-Massenspektren
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2 Abb. 7-34: LDI-Massenspektrum von
' Toluolextrakt Blank, positive lonen.
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Abb. 7-35: LDI-Massenspektrum von
Methanolextrakt Blank, positive Ionen.
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Abb. 7-36: LDI-Massenspektrum von
DMSO-Extrakt Blank, positive Ionen.
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Rel. Int. [%]

Abb. 7-37: LDI-Massenspektrum von
Toluolextrakt Blank, negative Ionen.
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Abb. 7-38: LDI-Massenspektrum von
Methanolextrakt Blank, negative lonen.
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Abb. 7-39: LDI-Massenspektrum von
DMSO-Extrakt Blank, negative Ionen.
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Abb. 7-40: LDI-Massenspektrum von
T Toluolextrakt Li 1, positive lonen.
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Abb. 7-41: LDI-Massenspektrum von
Methanolextrakt Li 1, positive Ionen.
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Abb. 7-42: LDI-Massenspektrum von
DMSO-Extrakt Li 1, positive Ionen.
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Abb. 7-43: LDI-Massenspektrum von
Toluolextrakt Li 1, negative lonen.
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Abb. 7-44: LDI-Massenspektrum von
£ Methanolextrakt Li 1, negative lonen.
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| Abb. 7-45: LDI-Massenspektrum von
DMSO-Extrakt Li 1, negative Ionen.
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Abb. 7-46: LDI-Massenspektrum von
Toluolextrakt Ch 6, positive lonen.
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Abb. 7-47: LDI-Massenspektrum von
Methanolextrakt Ch 6, positive Ionen.
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Abb. 7-48: LDI-Massenspektrum von
DMSO-Extrakt Ch 6, positive lonen.
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Abb. 7-49: LDI-Massenspektrum von
Toluolextrakt Ch 6, negative lonen.
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Abb. 7-50: LDI-Massenspektrum von
§ Methanolextrakt Ch 6, negative lonen.
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Abb. 7-51: LDI-Massenspektrum von
o DMSO-Extrakt Ch 6, negative lonen.
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Abb. 7-52: LDI-Massenspektrum von
Toluolextrakt Ch 7, positive lonen.
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Abb. 7-53: LDI-Massenspektrum von
Methanolextrakt Ch 7, positive lonen.
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Abb. 7-54: LDI-Massenspektrum von
DMSO-Extrakt Ch 7, positive lonen.
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Abb. 7-55: LDI-Massenspektrum von
Toluolextrakt Ch 7, negative lonen.
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Abb. 7-56: LDI-Massenspektrum von
Methanolextrakt Ch 7, negative lonen.
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Abb. 7-57: LDI-Massenspektrum von
DMSO-Extrakt Ch 7, negative lonen.
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Abb. 7-58: LDI-Massenspektrum von
Toluolextrakt Ch 8, positive lonen.
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$ Abb. 7-59: LDI-Massenspektrum von
Methanolextrakt Ch 8, positive lonen.
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Abb. 7-60: LDI-Massenspektrum von
DMSO-Extrakt Ch 8, positive lonen.
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Rel. Int. [%]

Abb. 7-61: LDI-Massenspektrum von
Toluolextrakt Ch 8, negative lonen.

200 300 400 500 600 m/z

Rel. Int. [%]

—475

Abb. 7-62: LDI-Massenspektrum von
Methanolextrakt Ch 8, negative lonen.

Rel. Int. [%] E
I
| Abb. 7-63: LDI-Massenspektrum von
- DMSO-Extrakt Ch 8, negative Ionen.
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Abb. 7-64: LDI-Massenspektrum von
Toluolextrakt Ch 9, positive lonen.

Abb. 7-65: LDI-Massenspektrum von
Methanolextrakt Ch 9, positive lonen.

Abb. 7-66: LDI-Massenspektrum von
DMSO-Extrakt Ch 9, positive lonen.
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Abb. 7-67: LDI-Massenspektrum von
Toluolextrakt Ch 9, negative lonen.
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Abb. 7-68: LDI-Massenspektrum von
g Methanolextrakt Ch 9, negative lonen.
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DMSO-Extrakt Ch 9, negative lonen.
. 28,
Atk
L o yl N Lanhlodks L m ek

200 300 400 500 600 m/z



7 Anhang 87

-402

Rel. Int. [%]

-388
-416

-356

—430

Abb. 7-70: LDI-Massenspektrum von
Toluolextrakt Ch 10, positive lonen.
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Abb. 7-71: LDI-Massenspektrum von
Methanolextrakt Ch 10, positive Ionen.
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] Abb. 7-72: LDI-Massenspektrum von
DMSO-Extrakt Ch 10, positive Ionen.
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7 % T Toluolextrakt Ch 10, negative Ionen.
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Abb. 7-74: LDI-Massenspektrum von
| Methanolextrakt Ch 10, negative
t Ionen.
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Abb. 7-75: LDI-Massenspektrum von
Tt DMSO-Extrakt Ch 10, negative Ionen.
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Abb. 7-76: LDI-Massenspektrum von
Toluolextrakt Ch 11, positive lonen.
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Abb. 7-77: LDI-Massenspektrum von
Methanolextrakt Ch 11, positive Ionen.
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Abb. 7-78: LDI-Massenspektrum von
DMSO-Extrakt Ch 11, positive Ionen.
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Rel. Int. [%]

Abb. 7-79: LDI-Massenspektrum von
Toluolextrakt Ch 11, negative lonen.

200 300 400

500 600 m/z

Rel. Int. [%]

=361

Abb. 7-80: LDI-Massenspektrum von
Methanolextrakt Ch 11, negative
Ionen.
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Abb. 7-81: LDI-Massenspektrum von
DMSO-Extrakt Ch 11, negative lonen.
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Abb. 7-82: LDI-Massenspektrum von
Toluolextrakt En 1, positive lonen.
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Abb. 7-83: LDI-Massenspektrum von
Methanolextrakt En 1, positive Ionen.
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Abb. 7-84: LDI-Massenspektrum von
DMSO-Extrakt En 1, positive Ionen.
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Abb. 7-85: LDI-Massenspektrum von
Toluolextrakt En 1, negative Ionen.
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Abb. 7-86: LDI-Massenspektrum von
Methanolextrakt En 1, negative lonen.
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Abb. 7-87: LDI-Massenspektrum von
DMSO-Extrakt En 1, negative lonen.
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Abb. 7-88: LDI-Massenspektrum von
Toluolextrakt En 2, positive lonen.

Abb. 7-89: LDI-Massenspektrum von
Methanolextrakt En 2, positive Ionen.
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Abb. 7-90: LDI-Massenspektrum von
DMSO-Extrakt En 2, positive Ionen.
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Abb. 7-91: LDI-Massenspektrum von
1 Toluolextrakt En 2, negative lonen.
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Abb. 7-92: LDI-Massenspektrum von
Methanolextrakt En 2, negative lonen.
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Abb. 7-93: LDI-Massenspektrum von
DMSO-Extrakt En 2, negative lonen.
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Abb. 7-94: LDI-Massenspektrum von
Toluolextrakt En 3, positive lonen.

Abb. 7-95: LDI-Massenspektrum von
Methanolextrakt En 3, positive Ionen.

Abb. 7-96: LDI-Massenspektrum von
DMSO-Extrakt En 3, positive Ionen.
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Abb. 7-97: LDI-Massenspektrum von
Toluolextrakt En 3, negative Ionen.
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Abb. 7-98: LDI-Massenspektrum von
p Methanolextrakt En 3, negative lonen.
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$ Abb. 7-99: LDI-Massenspektrum von
i DMSO-Extrakt En 3, negative lonen.
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7.4 Meldaten zur quantitativen Analyse

Tab. 7-2: MeBdaten zur quantitativen Analyse der Fossilproben.

Probe Proben-  Proben- HHPP Fringelit F Desmethyl- Hypericin
menge riickstd. hypericin
[g] [mg] [ng/Al] [ung/Aliquot] [ng/Aliquot] [ng/Aliquot]

Toluol- MeOH- DMSO- MeOH- DMSO- MeOH- DMSO-
Extrakt Extrakt Extrakt Extrakt Extrakt Extrakt Extrakt

Blank - - n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.
Lil 0,6151 5,5 0,95 149,48 28,62 102,86 5,07 3,08 n. b.
Cho 5,0131 4,1% 0,27* 14,53* 7,37* n. n. n. n. n. n. n. n.
Ch7 3,3693 38,0 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.
Ch8 1,9822 2,4 0,96 30,30 21,32 5,89 n. n. n. n. n. n.
Ch9 0,5399 0,1 n. b. 11,49 3,25 0,79 n. n. 0,92 n. b.
Ch 10 3,1760 1,0 1,39 8,22 12,74 n. n. n. n. n. n. n. n.
Ch1l 3,1500 21,0 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.
Enl 0,5130 3,8 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n n. n. n. n.
En 2 3,0676 199,3 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.
En3 0,9985 31,1 n. n. 15,91 2,89 n. n. n. n. 2,20 0,31

n. n.: nicht nachweisbar (bezogen auf HPLC-Messungen der nicht aufkonzentrierten Aliquots)

n. b.: nicht bestimmbar (bezogen auf HPLC-Messungen der nicht aufkonzentrierten Aliquots)

*Die tatsdchlichen Werte liegen bei Probe Ch 6 etwa um den Faktor 2 {iber den angegebenen Werten, da bei der

Aufarbeitung Teile des Probenriickstands verlorengegangen sind.



	Vorwort
	Kurzfassung
	Abstract
	Publikationen
	Abkürzungsverzeichnis
	Inhaltsverzeichnis
	Einleitung
	Organische Biomoleküle in der fossilen Überlieferung
	Die Fringelit-Pigmente und verwandte Kohlenwasserstoffe
	Aufbau und Vorkommen von Crinoiden
	Färbungen bei fossilen Crinoiden
	Pigmente in rezenten Crinoiden
	Salz- und Chelatbildung bei Phenanthroperylenchinonen
	Zielsetzung

	Material und Methoden
	Material
	Proben
	Referenzverbindungen und Präparate
	Chemikalien

	Synthese und Charakterisierung von 1,2,3,4,5,6-Hexahydrophenanthro[1,10,9,8-opqra]perylen (HHPP)
	HPLC-Methodenentwicklung
	HPLC-Methode zur Trennung der PAKs
	HPLC-Methode zur Trennung der Phenanthroperylenchinone

	Untersuchung der Fossil- und Sedimentproben
	Dünnschliffuntersuchungen
	Probenaufbereitung und -extraktion
	UV/Vis-Spektroskopie
	Analytische und quantitative HPLC
	Massenspektrometrie
	Kernresonanzspektroskopie


	Ergebnisse
	Synthese und Charakterisierung von HHPP
	HPLC-Methodenentwicklung
	HPLC-Methode zur Trennung der PAKs
	HPLC-Methode zur Trennung der Phenanthroperylenchinone

	Mikroskopische Untersuchung der Crinoiden
	Charakterisierung der fossilen Verbindungen
	Toluolextrakte
	Methanolextrakte
	DMSO-Extrakte

	Quantifizierung der Verbindungen im fossilen Material
	Extraktionsexperimente
	Sequentielle Extraktion des fossilen Materials
	Sequentielle Extraktion des Modellpräparats


	Diskussion
	Erhaltung des fossilen Materials
	Struktur der fossilen Pigmente und Kohlenwasserstoffe
	Biosynthese und mögliche biologische Bedeutung der Pigmente
	Diagenese
	Vorkommen der fossilen Pigmente und Chemotaxonomie
	Chemische Stabilität der Pigmente

	Schlußfolgerungen
	Literaturverzeichnis
	Anhang
	Kristallographische Daten
	UV/Vis-Spektren
	LDI-Massenspektren
	Meßdaten zur quantitativen Analyse


