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Das Cyanogen der BambusschdBlinge wird isoliert und als Taxiphyllin (3) identifiziert. Die Thermo-
labilitdt von 3, die fiir die EBbarkeit der Sprosse verantwortlich ist, wird untersucht und die Um-
wandlung von 3 in acetyliertes Dhurrin (5) beschrieben. Als weitere Extraktivstoffe werden p-
Sitosterol (1), dem etwas Campesterol und Stigmasterol beigemischt sind, 4-Hydroxybenzaldehyd
(2) und L-Asparagin (7) nachgewiesen. Die Aminoséduren, die 7 begleiten, sind aufgefiihrt, ihre
mdgliche Rolle bei Cyanogenese und Metabolismus wird diskutiert.

On the Cyanogenesis of Bambusa vulgaris and B. guadua V

The cyanogen of bamboo shoots is isolated and identified as taxiphyllin (3). The thermolability
of 3 responsible for the edibility of the shoots is studied and the conversion of 3 into acetylated
dhurrin (5) described. As further extractives B-sitosterol (1) containing some campesterol and
stigmasterol, 4-hydroxybenzaldehyde (2) and L-asparagine (7) are identified. The amino acids
accompanying 7 are presented and their possible role in cyanogenesis and metabolism discussed.

Die Bambuseae?' sind eine in den Tropen und Subtropen heimische Unterfamilie der
Gramineae (Griser) mit 500 vornehmlich baumférmigen oder strauchigen, selten krautigen
Vertretern. Die Halme des Bambus ¥ stellen wegen ihres schnellen Wuchses und der hervor-
ragenden mechanischen und &sthetischen Eigenschaften einen Holzersatz von enormer
okonomischer und dkologischer Bedeutung fiir die Tropenbewohner dar *. Ein weiteres
begehrtes Produkt sind die iippigen SchoBlinge, die die Bambusstauden zur Regenzeit
aussenden und die besonders in der fernostlichen Kiiche als Gemiise Verwendung fin-
den?™4 %), Hervorstechende chemische Merkmale der Sprosse sind die starke Cyano-
genese®? (iiber 100 mg HCN/100 g Frischdroge) und der damit verbundene bittere

) Auszug aus der Habilitationsarbeit, Univ. Kiel 1976.

2 2 F A, McClure, Genera of Bamboos Native to the New World (Gramineae: Bambusoideae),
herausgegeb. von T. R. Soderstrom, Smithsonian Contributions to Botany, No. 9, Smithsonian
Institution Press, Washington 1973; sowie dort zitierte Literatur. — 2 A4, Engler's, Syllabus
der Pflanzenfamilien, 12. Aufl., Bd. 2, S.577, Gebriider Borntraeger, Berlin-Nicolassee 1964.

3 Sammelbegriff: vgl. Der kleine Brockhaus, Bd. 1, S. 96, Eberhard Brockhaus, Wiesbaden 1952.

4 A. Engler und K. Prantl, Die natiirlichen Pflanzenfamilien, II. Teil, Abt. 1 —6, S. 89, Verlag von
Wilhelm Engelmann, Leipzig 1889; 0. Warburg, Die Pflanzenwelt, Bd. 3 (Neudruck), S. 367,
Bibliographisches Institut, Leipzig 1926; E. Pérez-Arbelaez, Plantas utiles de Colombia,
S. 385, Sucesors de Rivadeneyra (S. A.), Madrid, Libreria Colombiana, Bogotd 1956; A. Arber,
The Gramineae, S. 58, Wheldon & Wesley, Ltd., Stechert-Hafner Service Agency, Inc., New
York, Nachdruck von J. Cramer, Weinheim 1965.

) 8. G. Harrison, G. B. Masefield, B. E. Nicholson und M. Wallis, The Oxford Book of Food
Plants, S. 162, Oxford University Press, London 1973.

6 R. Hegnauer, Chemotaxonomie der Pflanzen, Bd. 2, S. 156, Birkhiuser Verlag, Basel und Stutt-
gart 1963.

" R. D. Gibbs, Chemotaxonomy of Flowering Plants, Vol. I11, S. 1896, McGill-Queen’s University
Press, Montreal und London 1974.
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Geschmack. Beide Eigenschaften beeintriachtigen die EBbarkeit jedoch nicht, da sie sich
beim Kochen verlieren®. Unser Interesse galt von den Inhaltsstoffen in erster Linie dem
thermolabilen, bislang nicht faBbaren Cyanogen. '

Die Untersuchung wurde an den in Kolumbien wildwachsenden baumfGrmigen Arten
Bambusa vulgaris Schrader und B. guadua Humboldt et Bonpland durchgefiihrt, die von
uns? im Oktober 1973 bei Minca, Sierra Nevada de St. Marta, bzw. Garzon, Rio Magda-
lena, gesammelt wurden und die hier aufgrund starker chemischer Ahnlichkeit zusammen
besprochen werden sollen. Nach dem Guignard-Mirande-Test *® mit Pikratpapier konzen-
triert sich das Blausidurevorkommen fast ausschlieBlich auf die Sprofispitze. Blitter, Holz,
Rhizom und Wurzeln sind blausdurefrei, nodial aufsitzende Knospen jedoch ebenfalls
leicht cyanogen, wodurch friihere Angaben® weitgehend bestitigt werden.

Wegen der besonderen Labilitdt des Cyanogens wurden die von den Hiillbldttern be-
freiten SproBspitzen bereits am Fundort mit 1proz. Essigsdure in 96 proz. Athanol extra-
hiert. Die filtrierten Ausziige erwiesen sich als ausreichend haltbar und wurden erst einige
Zeit spiter unter moglichst geringem Erwiirmen (<40°C) eingeengt. Chloroform entzog
dem in wenig Wasser suspendierten Eindampfriickstand die Lipide (Lipidfraktion).
Der sirupose Riickstand der wir. Losung ergab bei Extraktion mit heiBem Methanol/
Eisessig (99: 1)1V einen methanolldslichen Anteil (Methanolfraktion) und einen kristalli-
nen Riickstand (Restfraktion). Als wirksames Spaltenzym fiir das gesuchte Cyanogen
konnte in Vorproben Emulsin ermittelt werden. Mit seiner Hilfe lieB sich der Inhalts-
stoff im Guignard-Mirande-Test nur in der Methanolfraktion nachweisen.

Lipidfraktion

Die Lipidfraktion besteht nach diinnschichtchromatographischem Befund bei beiden
Bambusa-Spezies im wesentlichen aus den Komponenten R1 und R2 (Tab. 1), die auf
Kieselgel beim Bespriihen mit Schwefelsdure und Erhitzen rotviolette Farbflecken ergeben.
Trennung und Reinigung der beiden Stoffe gelingt durch Sdulenchromatographie an
Kieselgel.

Tab. 1. Kristalline Substanzen aus der Lipidfraktion von B. vulgaris und B. guadua

Rg- Gehalt®
Substanzy * ) Schmp.?” B.o. eha B.g. Struktur
R1 0.75 136 —137°C 0.028 9%, 0.026 %, B-Sitosterol (1)¥
R2 045 116°C 0063%,  0067%  4-Hydroxybenzaldehyd (2)

@ Auf Kieselgel 60 PF 254 + 366 mit Chloroform/Methanol (98/2) entwickelt.
Y Korrigiert.

' Bezogen auf Frischdroge.

9 Gemisch.

8) .(]1 %0 D]omingues, Anais fac. farm. e odontol. univ. S0 Paulo 13, 169 (1956) [C. A.54, 157511
960)].

?) Bei der Bestimmung des Pflanzenmaterials habe ich die wertvolle Hilfe der Botaniker Professor
Dr. Luis Eduardo Mora Osejo, Univ. Bogota, und Dr. Eberhard Waldvogel, Univ. Kiel, in An-
spruch genommen.

10 Vgl. R. Eyjélfsson, Fortschritte der Chemie organischer Naturstoffe, Bd. 28, S. 74, Springer-
Verlag, Wien-New York 1970; sowie dort ztierte Literatur.
1) In diesem Losungsmittel ist die Thermolabilitit des Cyanogens erheblich abgeschwicht.
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Die unpolarere Verbindung R1 ist ein farbloses, schuppiges Kristallisat mit der Mol.-
Masse 414 und zeigt im Massenspektrum alle Fragmente, die fiir B-Sitosterol (1) (das in
natiirlicher Form gewdhnlich schwankende Beimengungen von Campesterol und Stigma-
sterol enthilt !?’) typisch sind !, Identitiit besteht auch mit authentischem 1 aus Samen&]
von Prunus amygdalus Batsch var. amara (DC.) Focke !¥). Die genaue Zusammensetzung
des Phytosterols ergibt sich aus dem Gaschromatogramm des Trimethylsilylderivats!*
(vgl. Tab. 2).

HOOCHO

HO
1 2
Tab. 2. Zusammensetzung des Phytosterols
Substanz Retentionszeit® B. guadua B. vulgaris
Campesterol 553s 2469, 215%
Stigmasterol 589s 135% 1209,
B-Sitosterol 679s 6199, 66.5%

*» GC an 3.8 Silicone Gum Rubber SE 30 (Mcthyl) auf Chromosorb G bei 255 °C.

Die Komponente R2 bildet farblose Kristalle und ist auf Kieselgel F charakterisiert
durch UV-Aktivitdt sowie durch eine rotbraune Enolreaktion mit Eisen(III)-chlorid
und eine orangefarbene Aldehydreaktion mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin. Durch die
Mol.-Masse von 122, charakteristische Fragmente mit m/e 121 (Hydroxybenzoylkation) '
und 93 (Hydroxyphenylkation)'® sowie die Kopplungskonstante von J = 8.5 Hz fiir
zwei benachbarte Protonenpaare ! ” wird R2 als 4-Hydroxybenzaldehyd (2) charakterisiert.

Methanolfraktion

Die cyanogene Methanolfraktion enthilt nach diinnschichtchromatographischem
Befund neben den iiblichen Kohlenhydraten Glucose, Fructose und Saccharose bei beiden
Bambusa-Spezies als Hauptbestandteil eine unbekannte Komponente R3, die beim
Anspriihen mit Schwefelsdure und Erhitzen einen zunichst rotvioletten, dann schwarzen
Farbfleck ergibt. Aufgrund deutlich niedrigerer Polaritit a6t sich R3 an Kieselgel mit
wassergesittigtem Chloroform/Methanol (3: 1) leicht von den uninteressanten Begleit-
stoffen befreien.

Die bitterschmeckende Verbindung kristallisiert sofort, zersetzt sich aber bereits unter-
halb des Schmelzpunkts und wird durch Emulsin in 4-Hydroxybenzaldehyd (2), Glucose
und Blausiure gespalten. Mit 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid/konz. Ammoniak '®

12 H. Auterhoff und R. Nickoleit, Arch. Pharm. (Weinheim) 305, 104 (1972).

13) 4, Mondon und U. Schwarzmaier, Chem. Ber. 108, 925 (1975).

14 U7, Schwarzmaier, Phytochemistry 11, 2358 (1972).

15 Vgl. A. Mondon, H. Calisen und P. Hartmann, Chem. Ber. 108, 1989 (1975).

16 ygl. H. Kienitz, Massenspektrometrie, S.467, Verlag Chemie, Weinheim/Bergstr. 1968.

! Vgl. D. H. Williams und I. Fleming, Spektroskopische Methoden in der organischen Chemie,
S. 122, Georg Thieme Verlag, Stuttgart 1968.

18) U. Schwarzmaier, J. Chromatogr. 114, 235 (1975).
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erhilt man die fiir Mandelsdurenitrilderivate typische karminrote Farbreaktion. Da sich
bei Behandlung von R3 mit Diazomethan und anschlieBender enzymatischer Spaltung
Anisaldehyd bildet, diirfte ein glycosidiertes Cyanhydrin mit phenolischer OH-Gruppe
vorliegen. Die beiden méglichen 4-Hydroxy-D- bzw. L-mandelsiurenitrilglucoside '
sind aus der Natur als Taxiphyllin (3)2® in der Conifere Taxus baccata L. (Eibe) bzw.
Dhurrin (5)29 in der Graminee Sorghum vulgare Pers. (Hirse) bereits bekannt.

R? H 1 H
$,0R RO,
3|H R20~©»c< )‘c{}—m{ 5
4 | CH,4 CN NC ==

R! = p-p-Glucopyranosyl

Durch die chemische Verschiebung & = 4.61 ppm fiir das vom anomeren Proton
gebildete Dublett (J = 6.5 Hz)?>? sowie den stahlblauen stereospezifischen DC-Test mit
Hydroxylamin/Eisen(11T)}-chlorid 2* wird der Aglyconteil anders als bei dem oben er-
wihnten Gramineencyanosid § als D-Form charakterisiert. Damit ist 3 erstmals bei
Monokotyledonen nachgewiesen worden. Der Gehalt der Frischdroge betrigt ca. 17,

Thermolabilitiit

Bereits von anderer Seite2* ist bei 3 besondere Thermolabilitiit festgestellt worden.
Bei den an sich toxischen Bambussprossen ist sie unseres Erachtens fiir die Efbarkeit nach
dem Kochen verantwortlich und daher einer eingehenderen Studie wert.

Bei Raumtemperatur und pH 7 ist die wiBrige Losung von 3 stabil. Bei Temperatur-
erhohung erfolgt jedoch unter Triibung und Gelbfirbung Zersetzung. Dasselbe gilt fiir
phosphatgepufferte Losungen mit niedrigeren pH-Werten. Als Zerfallsprodukte kénnen
wie bei der enzymatischen Hydrolyse Glucose, 4-Hydroxybenzaldehyd (2), Blausdure und
eine Spur 4-Hydroxybenzaldehyd-cyanhydrin nachgewiesen werden. Die diinnschicht-
chromatographisch halbquantitativ erhaltenen Ergebnisse sind Tab. 3 zu entnehmen.

Tab. 3. Bildungsrate von Glucose und 2 sowie Wiederfindungsrate von 3 beim pH-abhingigen
thermischen Zerfall einer 1proz. Lésung in 0.2 M Phosphatpuffer nach 90 min bei 70°C

R pH-Wert
Komponente Wert® 73 67 61 55 50 44
Glucose 0.08 100 100 90 66 10 3
4-Hydroxy- 085 100 100 90 66 10 3
benzaldehyd (2)
Taxiphyllin (3) 030 0 0 10 4 9% 97

2 DC-Fertigplatten Woelm Kieselgel F 254, Laufmittel: wassergesitt. Chloroform/Methanol (3 : 1).
® Auf Ausgangsmaterial bezogene %-Angaben.

9 Aus Griinden der Einheitlichkeit wird hier die klassische Konfigurationsbezeichnung bevor-
zugt; nach der neuen Konvention heiBt es (R) bzw. (S).

2% G. H. N. Towers, A. G. McInnes und A. C. Neish, Tetrahedron 20, 71 (1964); vgl. auch 1. c.*¥.

2D C.-H. Mao, J. P. Blocher, L. Anderson und D. C. Smith, Phytochemistry 4, 297 (1965).

22 y. Schwarzmaier, Chem. Ber. 109, 3250 (1976).

23 . Schwarzmaier, J. Chromatogr. 111, 430 (1975).

29 V. Plouvier, C. R. Acad. Sci. 259, 665 (1964).
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Der pH-Wert von BambuspreBsaft betréigt ungefahr 5.5. Fiir den Zerfall einer 1proz.
Losung von 3 in einer entsprechenden 0.2M Phosphatpufferlosung von 99—101°C
findet man auf die oben erwihnte Weise die in Abb. 1 wiedergegebene Zeitabhingigkeit.

Reaktions- A

zeit ¥ N/NO —In N/NO ln-N—
Ny

0 1.00 0.000 oA

59 050 0.693

10 025 1.386 -1

15 0.125 2.080 -2

20 0.0625 2.775 -3

25 0.0313 3.465 n

30 00156 4.162

35 0.0078 4.857 ——r— %>

40 _ _ 0 20 30 40
timin)

®) In Minuten (min).

=231-10"35""

» Halbwertszeit t,,, = 3005, Geschwindigkeitskonstante k = 0;?;923

Abb. 1. Zeitlicher Verlauf des Zerfalls von 3 in 1 proz. Losung bei pH 5.5 und 99 —101°C
(Reaktion 1. Ordnung)

Offensichtlich hat die Reaktion ein Zeitgesetz 1. Ordnung. Die Halbwertszeit ¢y,
betriigt 300s, die Geschwindigkeitskonstante k = 2.31-10"3s~*. Nach einer Kochzeit
von 35—40 min ist demnach mit Sicherheit alles 3 zerstort und die freigesetzte Blausdure
aufgrund ihrer Fliichtigkeit verschwunden.

Da im Falle des mit Diazomethan erhiltlichen 4-O-Methyltaxiphyllins (4) beim Erhitzen
keine Zersetzung eintritt, ist fiir den Zerfall von 3 offenbar die phenolische OH-Gruppe
verantwortlich, Der pK,-Wert von 3 diirfte dhnlich wie bei 5 ungefdhr 8.92! betragen.
Wenn man annimmt, daB der Dissoziationsgrad mit der Temperatur noch steigt, diirften
selbst in schwach saurem Medium genug Phenolat-Ionen vorliegen. Fiir sie besteht die
Maéglichkeit, auf dieselbe wie von Mao und Anderson®® fiir die alkalische Hydrolyse
von 5 postulierte Weise zu zerfallen. Durch den Elektronenschub, der von der Phenolat-
gruppe ausgeht, wird ein Glucopyranosyloxy-Anion ausgestoBen und die planare 1-Cyan-
p-chinomethan-Zwischenstufe 6 gebildet (s. Schema). Nach der Addition von Wasser an
6 zerfillt das entstandene Cyanhydrin iiber das 6-analoge 1'-Hydroxy-p-chinomethan in
den Aldehyd 2 und Blausiure. Da neben dem Cyanhydrin kein glucosidiertes Zwischen-
produkt nachgewiesen werden kann, diirfte der vorgeschlagene Reaktionsweg dem mit
1"-O-Glucopyranosyl-p-chinomethan als Zwischenstufe vorzuziehen sein.

Basenkatalysierte Racemisierung

Normalerweise reagieren Mandelsdurenitrilglycoside auf basische Katalysatoren mit
rascher Racemisierung des Aglyconteils'®’. Im Falle von 3 beobachtet man unter diesen
Bedingungen jedoch, wie fiir § bereits beschrieben 2%, Zerfall in 2, Glucose und Blausiure.
Wenn man dagegen 3-Pentaacetat in Pyridin/Tridthylamin (1 : 10) eine Stunde auf 100°C

23) C.-H. Mao und L. Anderson, J. Org. Chem. 30, 603 (1965).
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erhitzt, erfolgt ebenfalls partielle Racemisierung. Das entstandene Diastereomerengemisch
enthiilt im Gleichgewicht 38 %, 3- und 62 % 5-Acetat und kann an Kieselgel mit Chloroform/
Ather (6: 1) in die beiden Komponenten zerlegt werden. Somit besteht die Moglichkeit,
das in Bambus wohlfeile 3 in das Acetat des relativ begehrten 5§ umzuwandeln. Eine zer-
setzungsfreie Deacetylierung ist nach bisher bekannten Verfahren jedoch nicht méglich.

. OGlu ~ H
R e

CN,
6

+ H,0 / -H*
6 —— HO C{I —» —> 2 + HCN

\SN

Glu = $ - p-Glucopyranosyl

Schema. Mechanismus des thermischen Zerfalls von 3, analog l.¢.2%

Restfraktion

Die Restfraktion besteht zu etwa zwei Dritteln aus Kohlenhydraten und einem Drittel
aus freien Aminosiduren. Letztere konnen durch Papierchromatographie mit wassergesitt.
Phenol und Bespriihen mit Ninhydrin nachgewiesen werden. Beim Umkristallisieren aus
Wasser scheidet sich eine der Hauptkomponenten bereits kristallin ab. Sie wird durch den
Schmelzpunkt, die spezifische Drehung und Vergleichschromatographie mit Referenz-
material als L-Asparagin (7) identifiziert. Die Begleitaminosiduren werden durch auto-
matische Ionenaustauscherchromatographie aufgetrennt und mit Hilfe eines Testgemisches
bekannter Zusammensetzung ebenfalls bestimmt (s. experimenteller Teil). Bemerkenswert
ist das Vorkommen von freiem Tyrosin, aus dem 3 wahrscheinlich biogenetisch hervor-
geht 29),

iy
H;N-CO-CH;-CH-CO3H 7

Ebenfalls bemerkenswert sind die Aminosduren Serin und Phosphorylserin. Besonders
letztere dient moglicherweise dazu, das bei der Metabolisierung von 3 freiwerdende
Cyanid zu binden 29. Auf diese Weise wiirde p-Cyan-L-alanin entstehen, das in mehreren
Blaus#iurepflanzen bereits nachgewiesen wurde. Aufgrund ihrer charakteristischen blauen
Farbreaktion mit Ninhydrin konnen Spuren der Aminosédure auch in frischen Bambus-
extrakten diinnschichtchromatographisch leicht erfaBt werden. Da sie bei der Wasser-
anlagerung direkt 7 ergibt, ist auch bei Bambus ein biogenetischer Zusammenhang
zwischen dem Cyanglycosid und 7 zu erwarten.

26) Vgl. E. E.Conn und G. W. Butler, in Perspectives in Phytochemistry, herausgegeb. v.J. B.
Harborne und T, Swain, S. 47, Academic Press, London-New York 1969; H. R. Schiitte, Fort-
schritte der Botanik, Bd. 35, S.103, Springer-Verlag, Berlin-Heidelberg-New York 1973;
sowie dort zitierte Literatur.
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Neben der Rolle einer biosynthetischen Vorstufe kann 3 u. U. als ganz andere Funktion
auch die eines FraBgiftes gegen Herbivoren und polyphage Insekten zufallen?”.

Herrn Professor Dr. Albert Mondon sci fiir Sachmittel herzlich gedankt. Den Biologen Herrn
Dr. R. Tutschek und Frau S. Thénes verdanke ich eine Aminoséureanalyse.

Experimenteller Teil

Die Analysen wurden im Mikroanalytischen Laboratorium Ilse Beetz, Kronach, ausgefiihrt.
Fiir die DC und PSC wurde Kieselgel 60 PF 254 + 366, fiir die SC*® Kieselgel 0.05—0.2 mm
der Fa. E. Merck verwendet. Die Schmp. sind korrigiert. — IR-Gitterspektrometer 421 der Fa.
Perkin-Elmer, KBr-PreBlinge. — UV: Spektrometer RPQ 20 A der Fa. C. Zeiss, Losungen in
Methanol. — NMR: Varian A 60, Losungen in CDCl;/TMS, (CD,;),CO/TMS und 2N DCl/
DSS. — MS: Atlas CH 4, Angaben fiir 70 eV. — Drehwerte: Polarimeter 141 der Fa. Perkin-Elmer.
— GC: Hewlett-Packard 7620 Research Chromatograph, Siulenfillung: 3.8% Silicone Gum
Rubber SE 30 auf Chromosorb G, Temp. 255°C, Detektor: FID. — Aminosdureanalyse: Auto-
analysator Biotronik LC 6000, Sidule 0.9 x 55 cm, Kationcnaustauscher: Durrum DC-1A, 5 Puffer
pH 2.59—4.56, Temperaturprogramm 37 —70°C, Verwendung eines Vergleichstestgemisches mit
Norleucin als Bezugssubstanz. — Blausdurenachweise'® bei Frischdrogen: Guignard-Mirande-
Test, bei Extrakten und Fraktionen: G.-M.-Test unter Emulsin-Zusatz sowie PC/Sandwich-
Technik. — Pflanzenmaterial: SchoBlinge von Bambusa vulgaris und B. guadua (gesammelt in
Kolumbien, Oktober 1973), die hier aufgrund starker chem. Verwandtschaft zusammen beschricben
werden.

1. Extraktion und Fraktionierung

Jeweils drei junge, 30 cm lange Sprosse werden von den Hiillblittern und dem in Streckung
befindlichen unteren Abschnitt befreit. Das verbleibende hellgelbe Material (400 g) kann man unter
96 proz. Athanol/Eisessig (99 : 1, 1.5 Liter) leicht zerstoBen. Nach 1 h bei 30°C wird filtriert und der
Filterriickstand mit 500 ml Losungsmittel nachgewaschen. Die beiden gelblichen Extrakte (ca.
1.8 Liter) weisen iiber mehrere Wochen keine Anzeichen von Zersetzung auf. Beim Einengen
i. Vak. unterhalb von 40°C hinterbleibt eine wiBr. Suspension, der mit 250 ml Chloroform die
Lipidfraktion (in beiden Fillen ca. 1.0 g) entzogen wird. Der gelbe schaumige Eindampfriickstand
der wiBr. Phase (19.3 g% bzw. 20.2 g) wird zerkleinert und als Pulver zweimal mit jeweils 100 ml
absol. Methanol/Eisessig (99 : 1) extrahiert. Aus dem auf 50 ml eingeengten, auf 0°C abgekiihlten
Extrakt scheidet sich ein farbloses Kristallisat ab, das mit dem methanolunlslichen Riickstand
(Restfraktion: 12.4 g% bzw. 13.0 g) vereinigt wird. Der Methanolextrakt gibt beim Eindampfen
einen gelben, schaumigen Riickstand (Methanolfraktion) von 6.9 g% bzw. 7.2 g.

2. Lipidfraktion

Die Lipidfraktion (1.0 g) wird in beiden Fillen auf ciner Kieselgel-Siule (3 x 40 cm) mit Chloro-
form/Methanol (98:2) aufgetrennt. Die beiden Hauptkomponenten R1 und R2 (Rg 0.75 und
0.45) geben als Kieselgeladsorbat eine rotviolette Farbreaktion mit Schwefelsidure (S min, 120°C)
und erfahren durch PSC mit dem obigen Laufmittel eine weiterc Reinigung. R1 ist identisch mit
B-Sitosterol (1), R2 mit 4-Hydroxybenzaldehyd (2). Es folgen die Angaben fiir B. vulgaris, fir B.
guadua vgl. Tab. 1.

21 ygl. D. A. Jones, in Phytochemical Ecology, herausgegeb. v. J. B. Harborne, S. 103, Academic
Press, London-New York 1972,

28 Siulenchromatographie.

29 Werte fiir B. v. bzw. B. g.
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B-Sitosterol (3B-Hydroxystigmast-5-en) (1): Schmp. 136-137°C (aus Methanol), 111 mg
(0.028 %), [«]3° = —36.5° (¢ = 0.33 in Chloroform) (Lit.>" Schmp. 134—137°C, [a]?’ =
—35.3°). — IR (K Br): 3420 (breit), 1058 (38-OH), 3024, 1660, 1638, 838, 793 cm ™! (Olefin). — NMR
(DCCl,): CH;-18 8 0.69 ppm s, CH;3-19 1.02 5, 3-OH 1.68 s (austauschbar), 3-H 3.50 m (breit).
6-H 5.38 m; Stigmasterol: 22-H und 23-H 5.15 m, ca. 0.25 H. — MS: M ™ m/e 414 (100%;), 412 (18),
400 (37), 399 (15), 396 (22), 381 (10), 329 (13), 303 (18), 273 (14), 255 (15), 231 (9), 213 (13); mit Bei-
mengungen von Stigmasterol (M* 412) und Campesterol (M * 400).

C,gHs0O (414.7) Ber. C83.99 H 12.15 Gef. C83.94 H 12.12

1-Acetat: Schmp. 124—127°C (aus Methanol), [a]d® = —39.9° (¢ = 0.31 in Chloroform)
(Lit. >V Schmp. 120—123°C, [a]lz)n = —38.5%). — MS: M* m/e 456 (1%,), 396 (100), 381 (6).
C;;H;s,0, (456.7) Ber. C81.52 H 1148 Gef. C8142 H 11.49

GC von 1: Die beiden Phytosterole werden auf die iibliche Weise ' mit Hexamethyldisilazan/
DMF bei Raumtemp. silyliert; fiir die Analysenergebnisse vgl. Tab. 2.

4-Hydroxybenzaldehyd (2): Schmp. 116°C (aus Ather/Hexan), 252mg {0.063 %) (Lit.>? Schmp.
115—116°C). — UV (CH;O0H)3¥: A _.,, 221 nm (Ig € = 3.589), 283.5 (4.153), A, 239 (2.532). — IR
(KBr): 3400 — 1800, 1212 (Phenol), 3033, 1590 (breit), 1510, 1155, 831 (p-disubst. Aromat), 2770,
1663 cm™! (aromat. Aldehyd). — NMR ((D5C),CO): 3-H und 5-H & 7.03 ppm d (J5 , = 8.5 Hz),
2-H und 6-H 7.83 d (J, 5 = 8.5 Hz), 4-OH 9.33 s (austauschbar), —CH®O 991 s. — MS'9: M*
mje 122 (92%;), 121 (100), 93 (59), 85 (39), 83 (57), 65 (73).

C;HO, (122.1) Ber. C68.84 H495 Gef C68.87 H4.93

3. Methanolfraktion

Die Methanolfraktion (6.9 g2% bzw. 7.2 g) wird in 10 ml Methanol gelost, mit 10 g Kieselgel
vermischt und i. Vak. zur Trockne eingedampft. Das pulverférmige Adsorbat gibt man auf eine
mit Chloroform vorbereitete Kieselgel-Siule (7.5 x 40 cm) und eluiert mit wassergesitt. Chloro-
form/Methanol (3:1). Das Blausdureglycosid R3 mit Ry 0.22 gibt als Kieselgeladsorbat beim
Bespriihen und Erhitzen mit konz. H,SO, einen zunichst rotvioletten, spiiter schwarzen Farbfleck.
Die Ausb. an farbl,, kristallinem R3 betrégt 3.76 g (0.94 %) 2* bzw. 3.92 g (0.98 %). Weitere Reinigung
gelingt durch Losen in wenig Methanol und Ausfillen in der Wirme mit Isopropylalkohol bzw.
beim zweiten Mal mit Essigester. R3 ist identisch mit Taxiphyllin (3)2?. Die Hydrolyse mit Emulsin
bei pH 5.5 liefert 2, Glucose und Blausdure. Im DC-Test erhilt man mit 2,3,5-Triphenyltetrazolium-
chlorid/konz. NH; '* (10 min 60°C) eine karminrote, mit Hydroxylamin/Eisen(III)-chlorid 2* (1 h
Raumtemp.) eine stahlblaue Farbreaktion.

Taxiphyllin (4-Hydroxy-p-mandelsaurenitril-B-p-glucopyranosid) (3): Schmp. 176°C (Zers.)*#
(aus Essigester),[@]2° = —77.1°(c = 0.25 in Athanol)(Lit. 2> 39 Schmp. 174°C, [¢]3* = —72.9°)3%.
— UV (CH30H): Ay 232 nm (log € 4.049), A;, 254 (2.848), A, 274.0 (3.167), 280.8 (3.079) und
Main 279.3 (3.071); nicht ganz iibereinstimmend mit 1.¢.2%3%, — IR (KBr): 3600 —2400, 1072,
1050, 1020, 921,902 (B-Glucosyl), 3040, 3020, 1612, 1598, 1515, 834 (p-disubst. Aromat) und 2240cm ~!

30 Dje Mengenangaben sind auf Frischdroge bezogen.

31 W. Sucrow, Chem. Ber. 99, 2765 (1966).

32) K. Reimer und F. Tiemann, Ber. Dtsch. Chem. Ges. 9, 824 (1876).

3% VYgl. C. N. R. Rao, Ultra-Violet and Visible Spectroscopy, S. 39, Butterworths, London 1961.

39 Dieser Wert wird in Kapillaren aus NMR-Glas erhalten. Mit Normalglas tritt bereits unterhalb
des Schmp. starke Zers. ein.

3%) B, Bijl-van Dtisik, A. C.vander Plas-de Wijs und H. W. L. Ruijgrok, Phytochemistry 13, 159 (1974).

36) Das in 1.c.29*% beschriebene Priparat ist offensichtlich noch 16sungsmittelhaltig.
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(Nitril). — NMR (2N DCl)?%: 3-H und 5-H & 7.49 ppm d (J,, = 8.5 Hz), 2-H und 6-H 698 d
(J2.3 = 8.5 Hz), Methin-H 5.83 s, anom. H 4.6t d (J = 6.5 Hz), 6 Saccharid-H 4.20—3.25 m.

C4H{7NO,; (311.3) Ber. C54.02 H 551 N4.50 Gef. C5407 H 542 N 4.49

3-Acetar: Darstellung mit Ac,O/Pyridin. Schmp. 144°C (aus Athanol/Petrokither), [a]3° =
—22.1° (¢ = 0.35 in Athanol) (Lit.2® Schmp. 144 —144.8°C, [a]2° = —22.1°). — NMR (CDCl,):
Methin-H 5§ 5.54 ppm s; identisch mit 1. c.2%. — MS: M* m/e 521 (<1%), 520 (< 1), 347 (3), 331
(24), 200 (9), 175 (17), 174 (7), 169 (59), 158 (10), 157 (37), 139 (42), 133 (50), 132 (100).
C;3H;7sNO;; (521.5) Ber. C5527 H5.22 N2.69 Gef C5537 H515 N272

4-O-Methyltaxiphyllin (4): 1.0 g 3 wird in 50 ml Methanol gelost und bei 0°C 1 h mit CH,N,/
Ather im UberschuB versetzt. Nach DC-Befund (CHCl;/CH,OH, 4: 1, H,O gesiitt.) ist 3 (Rg 0.15)
verbraucht und der Hauptbestandteil 4 (Rg 0.44) von etwas Nebenprodukt (Rg 0.56) begleitet.
Die Reinigung erfolgt durch SC2¥, Ausb. 870 mg (83.3%). Hydrolyse der bitterschmeckenden
Kristalle mit Emulsin liefert Anisaldehyd, Glucose und Blausiure.

Schmp. 132°C(aus Essigester), [2]3° = —36.0°(c = 0.34in0.1 proz Essigsiure). — UV(CH,OH):
Amex 232 nm (Ig € = 4.108), hin 254 (2.806), Arex 273.0 (3.121), 279.5(3.056) und Ay, 277.0 (2.980). —
IR (KBr): 3600— 3100, 1100— 1000, 920, 898 (B-Glucosyl), 3065, 3039, 3015, 1612, 1586, 809 (p-
disubst. Aromat), 2835, 1470 (OCH,) und 2235 cm ™! (Nitril). — NMR (2 N DCI)2?: 3-H und 5-H
8 7.57ppm d (J5,, = 8.5Hz), 2-H und 6-H 7.08 d (J, ; = 8.5 Hz), Methin-H 5.88 s, anom. H
463 d (J = 6.5 Hz), OCH, 3.87 s und 6 Saccharid-H 4.20—3.30.

CysHsNO; (325.3) Ber. C5538 H 589 N4.31 Gef C5539 H595 N4.24

4-Acetat: Darstellung mit Ac,O/Pyridin. Schmp. 132—133°C (aus Athanol/Petrolither),
[2]3° = —16.4° (c = 0.21 in Chloroform). — NMR (CDCl,): Methin-H § 549 ppm s. — MS:
M™* m/e 493 (1%,), 347 (1), 331 (20), 169 (53), 147 (53), 146 (100), 139 (17).

C,3H;,NO;; (493.5) Ber. C5598 HS552 N284 Gef. C5591 H 5.54 N 295

4. Experimente zur Thermolabilitiit

pH-Bereich 7.3 —4.4 Lei 70°C: Jeweils 2 mg 3 werden in 0.2 ml 0.2 M Phosphatpufferlésung 3™
mit pH 7.3, 6.7, 5.5, 5.0 und 4.4 90 min unter N, erhitzt. Der Gehalt der Reaktionsgemische an
2, 3 und Glucose wird mit Hilfe von Referenziésung diinnschichtchromatographisch iiber GroBe
und Intensitdt der mit konz H,SO, (5 min 120°C) erzeugten Farbflecke halbquantitativ bestimmt.
Jedes Experiment wird durch Wiederholung auf Reproduzierbarkeit gepriift. Zur Ausschaltung
der Kontaktkatalyse durch GefdBglas benutzt man am besten Reaktionsrohrchen aus einem katio-
nenarmen Glas (z. B. NMR-Glas). Die chromatographischen Daten und Analysenergebnisse
finden sich in Tab. 3.

Zeitabhingigkeit des Zerfalls bei pH 5.5/99 —101 °C ( Zeitgesetz 1. Ordnung). Das Experiment
bei pH 5.5 (pH-Wert des Prefsaftes von Bambus) und 99 —101°C wird auf die voranstehende
Weise ausgefiihrt und alle 5 min ein aliquoter Teil des Reaktionsgemischs fiir den halbquantita-
tiven DC-Test abgenommen. Als einziges weiteres Reaktionsprodukt von Interesse liBt sich
spurenweise 4-Hydroxybenzaldehyd-cyanhydrin (R¢ 0.74) mit Hilfe von Referenzmaterial nach-
weisen. Die Ergebnisse sind in Abb. 1 zusammengefaBt.

Darstellung von 5-Acetat ( Dhurrin-pentaacetat): 1.0 g 3-Acetat wird in einer Ampulle mit 2 ml
wasserfreiem Pyridin und 20 ml absol. Tridthylamin iibergossen und zusammen mit einem Riihr-
stab eingeschmolzen. AnschlieBend erhitzt man das Gefd8 unter Riihren 1 h auf 100°C, wobei das
Ausgangsmaterial im Laufe von 20 min in Losung geht. Das erhaltene Reaktionsgemisch, welches

37 Vgl. H. Rémpp, Chemie-Lexikon, 6. Aufl, S. 5186, Franckh'sche Verlagshandlung, Stuttgart
1966.
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nach NMR-Befund im Gleichgewicht aus 38 % 3-Acetat und 62 %, 5-Acetat besteht, wird eingedampft,
mit Ac,O/Pyridin reacetyliert und mit Chloroform/Ather (6:1) iiber eine Kieselgel-Siule
(4 x 45cm) geschickt; Ausb. an S-Acetat (Rp 0.18) 595 mg, an wiedergefundenem 3-Acetat
(Rp 0.12) 352 mg. 5-Acetat: Schmp. 132°C (aus Athanol/Petrolither), [2]3°® = —50.4° (c = 0.32
in Athanol) (Lit.2% 21 Schmp. 132-132.5°C, [«]3° = —50.5°). — NMR (CDCl,)?*?: Methin-H
8 5.70 ppm s; identisch mit 1.c.29. — MS: M* m/e 521 (<1%), 520 (<1), 347(2), 331(47), 200
(6), 175(13), 174(6), 169 (100), 158 (6), 157 (21), 139(30), 133(27), 132(82).
C;4H;,NO;, (521.5) Ber. C55.27 H522 N2.69 Gef C5536 HS526 N2.77

5. Restfraktion

Asparagin (7): 1.0 g Restfraktion von B. vulgaris wird in 1 ml Wasser unter Erwidrmen gelost.
Im Laufe von 2d scheiden sich 198 mg (0.61%;) eines farblosen Kristallisats ab, das nach PC
(S&S 2043 b Mgl, wassergesitt. Phenol) und Ansprithen mit Ninhydrin (10 min 120°) mit L-
Asparagin (Rr 0.41) libereinstimmt.

Tab. 4. Freie Aminosiuren der Restfraktion von B. vulgaris nach Abtrennung der Hauptmenge von7
(nmol/1.0 mg Mutterlaugenprodukt, bestimmt durch automat. Analyse)

Retentionszeit Konzentration

Nr. Substanz (min) nmol/1.0 mg
1 Phosphorylserin® 11 5
2 Phosphorylidthanolamin 20 330
3 Asparaginsidure 48 88
4 Threonin 74 14
5 Serin® 79 110
6 Asparagin® 92 510
7 Glutaminsiure 101 7
8 Glutamin 107 2
9 Prolin 129 Spur
10 Glycin 131 3
11 Alanin 137 4
12 Citrullin 144 Spur
13 a-Aminobuttersiure 148 Spur
14 Valin 158 2
15 Isoleucin 195 1
16 Leucin 205 1
17 Tyrosin® 230 3
18 Phenylalanin 248 6
‘19 B-Aminoisobuttersiure 266 Spur
20 y-Aminobuttersiure 283 Spur
21 Athanolamin 290 13
22 allo-Hydroxylysin 317 Spur
23 Ornithin 338 2
24 Lysin 349 4
25 Histidin 365 10
26 Arginin 430 58

= Von Bedeutung beim Metabolismus von 329,
b Biogenet. Vorstufe von 329,
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Schmp. 230°C (aus Wasser), [a]3° = —5.5° (¢ = 1.95 in Wasser) (Lit.*® Schmp. 226 —227°C,
[2]3° = —S bis —6°). — IR (KBr): 3350, 1670, 1639 (Amid), 3150— 2950, 2075, 1242, 1145, 1106,
845 (Ammonium), 1604, 1392 und 760 (Carboxylat).

C4H;gN,0; (132.1) Ber. C36.36 H 6.10 N 21.20 Gef. C 3641 H 6.24 N 21.06

Begleitaminosduren: Dic Mutterlauge von 7 wird eingedampft und 1.0 mg in 0.5 ml Puffer
(pH 2.2) fiir cinc automatische Analyse verwendet. Die Ergebnisse finden sich in Tab. 4.

Das Mutterlaugenprodukt enthilt in Spuren noch einige weitere Aminosiuren, die nicht be-
kannt und daher nicht aufgefihrt sind.

B-Cyan-L-alanin *® ist in dem verwendeten Testgemisch nicht enthalten und folglich auch bei
der automatischen Analyse nicht zu erfassen. Die Aminosiure kann jedoch aus einem frisch be-
reiteten, konz. Extrakt von B. vulgaris heraus diinnschichtchromatographisch (SiO;; n-BuOH/
HOACc/H,0, 4:1: 1) mit Hilfe von authent. B-Cyan-L-alanin (R 0.33; dargestellt aus 7 nach 1. c.*?)
leicht durch seine charakteristische blaue Farbreaktion mit Ninhydrin nachgewiesen werden.

38) ygl. W. Karrer, Konstitution und Vorkommen der organischen Pflanzenstoffe, S. 966, Birk-
héduser Verlag, Basel-Stuttgart 1958.

39 Eine obligatorische Zwischenstufe bei der Metabolisierung von 329,

49 B. Liberek, Cz. Buczel und Z. Grzonka, Tetrahedron 22, 2303 (1966).
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