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Identifizierung von Betulin in prihistorischen Pechfunden
mittels BC-NMR-Spektroskopie

J. FrouLicH®, C. HAMETNER, F. SAUTER UND A. GRAF

Institut fiir Organische Chemie der TU Wien
Getreidemarkt 9, A-1060 Wien, Osterreich

Allgemeine Vorbemerkungen

Mit zunehmender Hiufigkeit werden bei Grabungen im nord- und mitteleuropdischen Raum
feste, manchmal brockelige, dunkelbraune bis schwérzliche organische Materialien gefunden,
die in der préhistorischen Fachliteratur frither hdufig als “Urnenharze”'? oder einfach “Har-
ze™ bzw. “Griberharze™, jetzt aber zumeist - durch Analysen oder auch nur durch Vermutun-
gen begriindet - als Teere bzw. Peche, seit Sandermann* konkreter als Birkenrindenpech ange-
sprochen wurden.

Nach dem bisherigen Stand der Literatur reicht die Zeit ihrer Verwendung etwa vom Neoli-
thikum bis in die romische Zeit, wobei die angegebenen ehemaligen Verwendungszwecke
recht vielfiltig sind: sie reichen von den sehr hiufigen Uberziigen auf Keramik>¢ iiber prihi-
storische Klebstoffe (z.B. fiir Reparaturzwecke™® sowie als Kittschiftungsmaterial®'? zur
Fixierung von Steinklingen auf deren Schaft) bis hin zu vermuteten Verwendungen als pré-
historischer “Kaugummi’'3, als Opfergabe'*'> und - hiufig als Méglichkeit erwihnt - als
Weihrauchersatz.

Seit Sandermann ausgehend von volkskundlichen Beobachtungen im jiitlindischen Raum die
Vermutung “Birkenrindenpech” mit chemischen Methoden zu beweisen versucht hatte?, geht
es bis heute analytisch immer um die Frage, ob wirklich die Birke(nrinde) oder nicht vielleicht
das Holz und/oder die Rinde eines anderen Baumes in prihistorischer Zeit als Ausgangs-
produkt fiir die Pechbereitung gedient hatte. Es muf3 also letztlich durch entsprechende Un-
tersuchungen eine chemotaxonomische Zuordnung zu einer bestimmten Familie/Gattung/Art
von Holzgewichsen erreicht werden.

Bei aller methodischen Vielfalt basieren die analytisch-chemischen Untersuchungen dieses
urgeschichtlichen Vielzweckmaterials von Anfang an immer auf einer der beiden folgenden
Methoden:

> entweder auf der Identifizierung von fiir Birkenrindenpech als signifikant erachteten
“Markersubstanzen”, vorzugsweise von Betulin'®!7,

> oder auf dem chemischen Vergleich der préhistorischer Proben mit rezent hergestellten
“Modellpechen”.
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Beide Methoden haben ihre Vor- und Nachteile, von denen hier einer sauberen Methodenkritik
wegen vor allem die Nachteile diskutiert werden sollen:

> die Betulin-Identifizierung ben&tigt meist grofBere Probenmengen als die Archédologen zu
opfern gewillt sind und unterliegt immer der moglichen Kcritik, daf3 Betulin ja leider nicht nur
in der Gattung Birke (Zezu/a), sondern - wenn auch in geringerer Menge - ebenfalls in an-
deren Gattungen der Familie der Birkengewichse'®" (Bezulaceae), wie z.B. der Erle (A4/nus),
der Hasel (Coryius) oder der Hainbuche (Carpinus) auftritt.

> der Vergleich des prihistorischen Materials mit Modellpechen leidet unter der Schwierig-
keit, solche komplexe Gemische, die aus einer Vielzahl unterschiedlichster Einzelsubstanzen
bestehen, exakt analytisch erfassen zu kdnnen.

Um den direkten Probenvergleich zu erleichtern, wurden und werden

> meist nur einzelne Fraktionen der Gesamtproben fiir den eigentlichen analytischen Ver-
gleich herangezogen (z.B. Petroletherextrakte seinerzeit bei Sandermann® oder destillativ
angereicherte Triterpenfraktionen bei den von uns verwendeten Analysen?®’), und/oder

> die unterschiedlichsten Analysenmethoden (IR, DC, HPLC, GC-MS, NMR, etc. zum Einsatz
gebracht.

In unseren eigenen Arbeiten haben auch wir die meisten Methoden verwendet und bei vielen
davon eher schlechte Erfahrungen gemacht:

> der Sandermann’sche Vergleich der IR-Spektren* erwies sich als hochst uncharakteristisch,
ganz abgesehen davon, daf3 in dem von ihm verwendeten Petrolether die fiir eine botani-
sche Zuordnung wichtigen Triterpene nur beschrinkt 16slich sind; und vor allem, daf} keine
Vergleichsspektren von aus anderen Holzgewéchsen hergestellten Pech(fraktionen) publi-
ziert wurden;

> der diinnschichtchromatographische Substanzvergleich, der sich dem Organiker eigentlich
als erster Gedanke aufdringt, erwies sich bei uns®' auch bei unterschiedlichsten Platten-
Vorbehandlungen als leider nicht aussagekriftig;

> als ebensowenig aussagekriftig erwies sich bei uns der HPLC-Einsatz, dem wir eine ganze
Diplomarbeit® gewidmet hatten, und

> der Versuch, mittels 'H-NMR-Spektroskopie zu einer klaren Aussage zu kommen, erwies
sich bei uns wie bei anderen® als hoffnungslos.

Nach diesen Erfahrungen konzentrierten wir uns - ebenso wie andere Forschungsgruppen®**
- auf die Verwendung von GC-MS, d.h. auf eine Kombination von Gaschromatographie mit
Massenspektroskopie, wobei wir durch den gliicklichen Umstand, mit erfahrenen
Chemometrikern zusammenarbeiten zu konnen, einen Schwerpunkt auf die statistische (exak-
ter: chemometrische) Nachbearbeitung der GC-MS-Ergebnisse legen konnten.

Die bei uns ausgearbeitete Analysenmethode beruht im Prinzip auf folgenden Arbeitsschritten:

1) “Herausschneiden” der signifikanten Triterpenfraktion durch Kugelrohrdestillation,
2) Reinigung des Destillates durch Festphasenchromatographie,

3) Auftrennung durch Gaschromatographie einschlieflich ndherer Bestimmung der GC-Peaks
durch Massenspektroskopie, und

4) anschlieende chemometrische Datenauswertung.
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Problemstellung

Da die hier skizzierte Analysensequenz auch aufkleine Substanzmengen erfolgreich anwend-
bar ist, schien eigentlich kein Handlungsbedarf fiir eine methodische Weiterentwicklung vor-
zuliegen. Dennoch schien es uns wiinschenswert, nach gleicher Anreicherung und Vor-
reinigung eine bequemer durchfiihrbare Alternativmethode zur GC-MS-Analytik zu entwik-
keln, was auf *C-NMR-Basis erreicht werden sollte.

Mit dem ersten erfolgreichen Schritt zu diesem Ziel, der Identifizierung von Betulin in préhisto-
rischen sowie in rezenten Pechen mittels "C-NMR-Spektroskopie, beschiftigt sich die vorlie-
gende Arbeit.

HO

Betulin
Strukturformel riaumliche Darstellung

Verwendetes Probenmaterial

Die hier untersuchten préahistorischen Peche stammen von Auflagematerial auf HallstattB-
zeitlichen Keramikbruchstiicken®® aus Stillfried an der March, Niederdsterreich, und wurden
von uns schon frither mit unserer Standardmethode (GC-MS + chemometrische Auswertung)
als Birkenrindenschwelpech identifiziert.

Fiir die vorliegende Untersuchung wurden rezente “Modellpeche” von Birke, Erle, Weide,
Hainbuche, Hasel, Eiche und Kiefer verwendet.

Probenbereitung und -vorreinigung
Diese erfolgt (¢f'?)
> bei den fiir Vergleichszwecke hergestellten rezenten “Modell-Pechen” durch Pyrolyse des

entsprechenden biologischen Materials, was entweder

2 zur Gewinnung groBerer Mengen durch Thermolyse und anschlieBendes destillatives
“Herausschneiden™ der signifikanten Triterpenfraktion, oder

2t (bei kleineren Mengen) als Schnellverfahren einstufig durch thermolysierende Destil-
lation erreicht wird (wobei weitestgehend tibereinstimmendes Material erhalten wird) und

> bei prihistorischen Pechen - analog dem obigen Schnellverfahren - durch Destillation unter
vermindertem Druck.
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Die in jedem Fall erhaltenen viskosen Ole werden durch Festphasenextraktion von stdrenden
Verunreinigungen befreit.

Die experimentellen Details fiir diese Arbeitsweise sind nachstehend beschrieben:

Bereitung der “Modell-Peche”
1) Pechbereitung durch Holz-/Rinden-Pyrolyse
(besonders zur Gewinnung gréBerer Pechmengen verwendet)

Ca. 60 g naturfeuchtes Material (Birkenrinde) werden etwas zerkleinert und einige (5-6) Tage
bei ca.70° im Trockenschrank getrocknet und bis zur Verarbeitung tiber Kieselgel aufbewahrt.

Ca. 50 g so getrocknetes Material werden wie folgt pyrolysiert: das Probenmaterial wird in ein
vertikal angebrachtes, oben verschlossenes und unten verengtes Gerdteglas-Rohr (ca.30-35
cm hoch, ca. 5 cm Innendurchmesser, unten durch Glaswolle locker verschlossen) eingebracht
und mit einem thermostatierbaren elektrischen Heizmantel bis S00° erhitzt (Temperaturfiihler im
Inneren des Reaktionsraumes, Aufheizzeit ca. 80 Min.) und ca. 1 Stunde bei dieser Temperatur
gehalten. Das abtropfende Pyrolysat wird tiber einen Trichter in einem Kolben aufgefangen:
Beginn (nahezu farbloses, viskoses Ol) ab ca. 260°, ab 280° zunehmend dunkler, ab ca.300°
braunes, viskoses Ol (beim Erkalten klebrig-fest) und Rauchgasentwicklung.

Gesamtausbeute ca. 6 g.
Das Pyrolysat wird dann der destillativen Vorreinigung (Destillation: s.u. unter 2) unterzogen.

Die so erhaltenen Produkte werden von uns immer kurz als Schwelpechdestillate bezeichnet.

2) Abgekiirztes Schnellverfahren (= kombinierte Pyrolyse + Destillation) fiir Holz/
Rinde

(fiir die Herstellung von kleineren Probenmengen zumeist verwendetes Routineverfahren)

Ca. 1-4 g Rinde (bzw. fallweise Holz) (zerkleinert, im Trockenschrank bei 50-70°, dann tiber Nacht
tiber Kieselgel getrocknet) werden in einem zusammensetzbaren Kugelrohr unter verminder-
tem Druck (22-26 mbar) erhitzt: Raumtemp. bis 300° (Luftbadtemp., Gesamtdauer ca. 45-55 Min.,
Temperaturprogramm s.u.).

Der Vorlauf (bis 180°, ca. 15-18 Min. nach Beginn der Destillation) wird verworfen; Temperatur-
steigerung von 180 auf 300° (ca.12-15 Min.) und Halten bei dieser Temp. (ca. 15 Min. 295-305°
Luftbadtemp.) liefert ein viskos-6liges bis klebrig-festes Destillat, das weiter bearbeitet wird.

Die so erhaltenen Produkte werden von uns immer Rindendestillate genannt.

Vorreinigung der prihistorischen Proben mittels Kugelrohrdestillation
Probenmengen je nach Verfligbarkeit: 320-980 mg, notfalls aber auch erheblich weniger.

Destillation unter vermindertem Druck wie oben unter 2) in einem entsprechend kleineren,
zusammensteckbaren Kugelrohr.
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Experimentelles zu den *C-NMR-Untersuchungen
Allgemeines zur Methodik und ihrer Aussagekraft

Die BC-NMR-Spetroskopie zihlt in der organischen Chemie zu den Standardverfahren bei der
spektroskopischen Untersuchung chemischer Verbindungen. Obwohl bei ihrer Einfiihrung in
die chemischen Laboratorien im Laufe der 70er Jahre sowohl apparativ als auch zeitmafig sehr
aufwendig (das Isotop "*C ist nur zu 1% im natiirlichen Kohlenstoff vorhanden), hat die Me-
thode von der rasanten Entwicklung elektronischer Systeme, insbesondere auch der Compu-
tertechnik soweit profitiert, daf sie heute als absolutes Routineverfahren in der Strukturauf-
klarung und Charakterisierung vor allem organischer Molekiile Anwendung findet.

Bei Anwendung einer geeigneten Aufnahmetechnik (Unterdriickung der Wechselwirkungen
der C-Atome mit den daran gebundenen Wasserstoffatomen, “entkoppeltes '*C-Spektrum”)
bietet das *C-NMR-Spektrum einer einzelnen Substanz ein einfaches Erscheinungsbild: eine
einzelne Linie fir jedes Kohlenstoffatom. Da die Frequenz jedes Signals durch die
Hybridisierung bzw. den Atomtyp und somit durch die chemische Umgebung des Atoms be-
stimmt wird, ist das Gesamtmuster dieser Linien in hohem Male fiir das Molekiil charakteri-
stisch. Daher steht die strukturelle Identifizierung einer Verbindung auf einer deutlich sichere-
ren Basis als beispielsweise bei GC-MS, wo Molekiile dhnlicher Struktur — wie sie z.B. auch in
Terpengemischen oft vorkommen konnen — aufgrund dhnlicher, eventuell sogar gleicher GC-
Retentionszeiten und Fragmentierungen im Massenspektrum leichter fehlinterpretiert werden
koénnen. Dies ist besonders in jenen Fillen problematisch, wo wegen nicht auftrennbarer GC-
Peaks in der Folge MS-Spektren von Gemischen erhalten werden, die keine direkte Struktur-
information liefern.

Dies und die Tatsache, dafl das *C-Spektrum eines Gemisches (annidhernd) die Summe der
Spektren der einzelnen Verbindungen ist, machen die Methode grundsétzlich auch zur Analy-
se von Substanzgemischen geeignet. Da jedoch aus dem einfachen *C-NMR nicht erkennbar
ist, welches Signal von welchem Molekiil stammt, beschrinkt sich die Analyse in diesem Fall
—wie auch in der vorliegenden Untersuchung - meist auf den Vergleich des Gemischspektrums
mit den Spektren der Reinsubstanzen, um so bekannte Komponenten aufzufinden.

Technische Details zu den *C-NMR-Aufnahmen
Alle Spektren wurden auf einem BRUKER AC200 FT-NMR-Spektrometer gemessen.

Archdologische Proben und Modellpeche: 50 — 100 mg Probe (je nach Verfligbarkeit) wurden
dazu in 0.5 ml Deuterochloroform (CDCL,), im Falle schlechter Loslichkeit unter Zugabe von
wenig Hexadeuterodimethylsulfoxid (DMSO-dG), gelost und eventuelle unlosliche Riickstin-
de abfiltriert. Von den so erhaltenen Losungen wurde jeweils ein entkoppeltes *C-NMR-Spek-
trum angefertigt (6000 bis 20000 Scans, entsprechend einer Mef3zeit zwischen 6 und 24 Stun-
den je Aufnahme, abhiingig von der vorhandenen Substanzmenge und der Komplexitit des
Spektrums).

Vergleichssubstanzen: 30 — 50 mg der einzelnen Verbindungen wurden in 0.5 ml CDCI, geldst
und ebenfalls *C-Spektren aufgenommen (etwa je 1000 Scans).
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Ergebnisse und deren Interpretation
Spektren der Referenzverbindungen

Zunichst wurden “C-Spektren von Betulin und etwa zehn weiteren Triterpenoiden gemessen,
deren Vorkommen in verschiedenen Laub- und Nadelbdumen bekannt ist. In der folgenden
Abbildung ist exemplarisch das vollstindige Spektrum von Betulin als wichtigster Substanz
dieser Untersuchung gezeigt (alle C-Atome des Betulin, die 3 hohen Siguletts bei 77 ppm stam-
men vom deuterierten MeB16sungsmittel CDCL.):
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Der rein aliphatische Teil (zwischen 10 und 50 ppm) der Spektren dieser Verbindungsklasse zeigt
eine groflere Anzahl von Signalen in engen Gruppen, was Vergleiche bei komplexeren Mischun-
gen erschwert; dagegen erscheinen bei hoheren Verschiebungen nur wenige, jedoch beson-
ders charakteristische Linien, weshalb diese Region als Bereich fiir die Ermittlung der maxima-
len Unterschiedlichkeit von Vergleichssubstanzen betrachtet werden kann. Der Vergleich die-
ser prominenten Abschnitte (=Marker-Subspektren) kann daher im Fall besonders komplizier-
ter Spektren als Ersatz fiir die Gesamtspektren herangezogen werden. Dieses Prinzip wird an-
hand der chemischen Strukturen und entsprechender Spektrenausschnitte einiger ausgewéhl-
ter, relevanter Triterpene illustriert, wobei die zu den charakteristischen Peaks fithrenden C-
Atome jeweils durch Ringe hervorgehoben sind:

HO

Betulin

E Erythrodiol % Oleanolsaure
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Analyse der ”Modellpech”-Spektren

Als nichster Schritt wurden sechs aus verschiedenen Birken hergestellte Rindendestillate
untersucht. Durch Vergleiche der Spektren dieser Modellpeche mit denen der Reinsubstanzen
konnte in allen Fillen Betulin als einer der Hauptbestandteile dieser Triterpenfraktion zwei-
felsfrei identifiziert werden, in einigen Destillaten wurden dariiberhinaus geringere Mengen
an Lupenol gefunden. Die Abbildung zeigt dies anhand der zuvor erwihnten charakteristischen
Marker-Bereiche, die hier - da es die relative Einfachkeit der Gemischspektren erlaubt - etwas
erweitert werden konnten:
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Im Gegensatz dazu konnte mit dieser Methode in fiinf aus anderen Laubbdumen hergestellten
Rindendestillaten (darunter auch andere aus der Familie der Zesu/aceae) das Betulin nicht bzw.
nicht in signifikanter Menge nachgewiesen werden.

Aus beiden Gruppen wurden einige ausgewihlte Vertreter einer Uberpriifung mittels unserer
GC-MS-Methode unterzogen; dabei wurden die durch NMR erhaltenen Resultate jeweils ein-
deutig bestétigt (positive Identifizierung von Betulin und teilweise Lupenol in Birken-
rindendestillaten, Abwesenheit in den aus anderen Bdumen erzeugten Proben).

Spektren prihistorischer Proben

Auch die aus archdologischem Material gewonnenen Destillate wurden einer Vergleichs-
Analyse unterzogen. Tatsachlich wurden in zwei aus Stillfried stammenden Proben bedeuten-
de Mengen an Betulin gefunden (ST-7616 im folgenden Spektrenausschnitt). Als Gegensatz
dazu wurde eine Probe untersucht (ST-7555), von der in einer fritheren Arbeit'*! bereits fest-
gestellt worden war, daf} sie wegen zu hoher thermischer Belastung in préhistorischer Zeit kein
Betulin enthiilt; dieses negative Ergebnis der GC-MS-Analyse konnte mittels der NMR-Metho-
de definitiv bestétigt werden. Die Abbildung zeigt wiederum die Marker-Bereiche:

i ST-7616
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Zusammenfassung

Die hier beschriebene *C-NMR-Methode ist als wertvolle Ergéinzung zur bisher, in Verbindung
mit chemometrischer Datenauswertung verwendeten GC-MS-Analyse zu sehen und zeichnet
sich durch zusitzliche klare Vorteile aus:

7% ein ganz besonderer Aspekt des vorliegend beschriebenen Verfahrens besteht darin, daf3
durch Vergleich mit den Marker-Signalen der Referenzverbindungen in den Terpen-
gemischen einzelne Strukturen eindeutig identifizierbar sind, wihrend bei der GC-MS-
Analyse auch unter moglichst optimierten Trennbedingungen nie ausgeschlossen werden
kann, daB3 ein Peak mehr als eine Substanz enthilt: in solchen Féllen erhdlt man durch die
anschlieBende Massenspektrometrie Gemischspektren, aus denen eine eindeutige Struktur-
ableitung —auch bei Verwendung spezieller MS-Datenbanken — sehr schwierig bis unmog-
lich ist.

Y¢ esist somit aufapparativ relativ einfachem Weg und vor allem ohne Trennverfahren direkt
aus den Terpengemischen moglich, Betulin und verwandte Verbindungen in prihistori-
schen Substanzproben eindeutig und damit das Vorliegen von Birkenrindenpech mit hoch-
ster Wahrscheinlichkeit nachzuweisen.

Wir glauben daher, daf} das Ziel der vorliegenden Arbeit erreicht werden konnte, mit der °C-
NMR-Untersuchung eine die GC-MS-Analyse ergdnzende Methode fiir den Nachweis von pré-
historischem Birkenrindenpech zu entwickeln.
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