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Zusammenfassung—Aus den Samen von Holocalyx balansae Mich. wurde durch Chromatographie an
Kieselgel Holocalin, ein neues cyanogenes Glykosid, isoliert. Holocalin wird durch Emulsin in Glucose,
Cyanwasserstoff und m-Hydroxybenzaldehyd gespalten. Laut optischem Drehwert reprisentiert es das
Diastereomere von Zierin.

Abstract—From seeds of Holocalyx balansae Mich. holocaline, a new cyanogenetic glycoside, has been
isolated by chromatography on silica gel. Holocaline is enzymatically split by emulsin into glucose, HCN
and m-hydroxybenzaldehyde. According to its optical rotation, it represents the hitherto unknown dia-
stereomer of zierine.

EINLEITUNG

DiE weite Verbreitung cyanogener Glykoside im Pflanzenreich, ihre Chemie und Bio-
synthese wurden kiirzlich in ausgezeichneten Ubersichtsarbeiten ausfiihrlich beschrieben
und behandelt.!-® Wie die Glucosinolate leiten sie sich von Aminosiuren ab: Uber N-
Hydroxy-Aminosiuren werden die entsprechenden Oxime gebildet, die iiber Nitrile und a-
Hydroxynitrile schlieBlich zu den cyanogenen Glykosiden fithren.!-2-1°

Die Amygdalin-Gruppe, die die meisten Vertreter cyanogener Glykoside stellt, leitet
sich somit von L-Phenylalanin bzw. L-Tyrosin ab. Einen Einzelfall bildete bisher Zierin*
aus Zieris laevigata, Rutaceae, dessen Vorstufe demnach L-m-Hydroxyphenylalanin sein
diirfte, das vor kurzem als freie Aminoséure aus Euphorbia myrsinites L.® isoliert wurde.

Wiihrend bei den L-Phenylalanin- und L-Tyrosin-Abkémmlingen beide Diastereomere
bekannt waren—Prunasin® und Sambunigrin® bzw. Taxiphyllin® und Dhurrin®—fehlte
fiir Zierin bislang das erginzende Diastereomere. Charakteristisch fiir die genannten
cyanogenen Glykoside ist ihre enzymatische Spaltbarkeit duch Emulsin, einer g-Glyco-
sidase aus bitteren Mandeln, welches als Rohenzym aufBerdem von einer Hydroxynitril-
Lyase mit stereospezifischer Wirkung auf p-Hydroxynitrile begleitet ist.
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ERGEBNISSE

Holocalyx balansae Mich. (Leguminosae, Caesalpinioideae), ‘Yvyra-pep&’ gilt als einer
der schonsten einheimischen Waldbdume Paraguay’s. Wegen seines harten und zihen
Holzes wird dieser Baum von Indianern zur Herstellung von Bogen und Pfeilen verwendet.
Nach frilheren Angaben sollen seine Blitter toxisch sein und ein cyanogenes Glykosid
enthalten.”-® Holocalyx balansae wurde 1949 letztmalig bei Webb?® als cyanogene Pflanze
erwihnt, nihere chemische Untersuchungen scheinen jedoch bisher noch nicht vorzuliegen.

Fiir unsere Untersuchungen standen Samen dieser Pflanze zur Verfligung. Sie erwiesen
sich im Guignard-Mirande-Test'® und im Feigl-Anger-Test'! als stark cyanogen. Papier-
chromatische Priifung des methanolischen Samenauszugs lie in verschiedenen Flie8-
mitteln einen Fleck erkennen, der zu Prunasin ein dhnliches R,-Verhiltnis aufwies wie L-
Tyrosin zu L-Phenylalanin. Er bildete mit diazotierter Sulfanilsdure!? einen orangebraunen
Fleck und HeB sich nach Besprithen mit Emulsin-Lésung mit der Sandwich-Methode®?
sichtbar machen. Der methanolische Extrakt von Holoculyx balansae-Samen wurde nach
Einengen in Wasser aufgenommen. Ausschiitteln der wissrigen Losung mit Butanol
fiihrte zu einem angereicherten Glykosid-Priparat, das mit einem Athylacetat-Methanol-
Gradienten auf einer Kieselgelsdule aufgetrennt wurde. Die Glykosid-haltigen Fraktionen
ergaben nach Eindampfen und Kristallisation aus Athylacetat-Chloroform farblose Nadeln
von bitterem Geschmack in etwa 19 Ausbeute. Laut physikalischen Daten (vide Experi-
mentelles) handelt es sich um ein neues cyanogenes Glykosid, das wir nach seiner Stammp-
flanze als Holocalin benennen.

Holocalin wird durch Emulsin in Glucose, HCN und eine schwach aromatisch rie-
chende Fraktion gespalten, die sich mit Ather ausschiitteln lieB und sich im DC in 2 dia-
zotierbare Substanzen—(hoherer) Fleck A und (tieferer) Fleck B—auftrennen lieB. Die
Fleck A entsprechende Substanz wurde durch Chromatographie an Kieselgel rein erhalten.
Sie schmolz bei 107-109° wie m-Hydroxybenzaldehyd und war auch im IR-Spektrum
identisch mit m-Hydroxybenzaldehyd. Holocalin ist somit ein O-j-D-Glucopyranosid
von m-Hydroxybenzaldehydcyanhydrin.

Vergleicht man den optischen Drehwert von Holocalin ([a]p —59,14°) mit dem Dreh-
wert von Sambunigrin® ([a]p, —76,1°) und von Dhurrin® ([a]p —65°), die beide der L-
Reihe angehoren, kann man vermuten, dal Holocalin ebenfalls ein Vertreter der L-Reihe
und somit das Diastereomere von Zierin® ist, das mit einem optischen Drehwert von [«]p
—29,5° zur D-Reihe zugeteilt werden diirfte wie Prunasin® ([a], —30,1°).

Als zusitzlicher Anhaltspunkt fiir die Zugehorigkeit von Holocalin zur 1-Reihe kann
der Verlauf der enzymatischen Spaltung durch Emulsin gewertet werden. Wie oben schon
erwihnt, enthidlt Emulsin eine Hydroxynitril-Lyase, die stereospezifisch nur p-Hydro-
xynitrile angreifen.! Tm DC des Atherauszugs nach enzymatischer Holocalin Spaltung
wurde neben m-Hydroxybenzaldehyd (Fleck A) noch ein tiefer, d.h. stirker hydrophiler
Fleck B gefunden, der sich nach 10 tigigem Stehen des Reaktionsgemisches noch etwa in der
gleichen Menge wie Fleck A nachweisen lie3 und mit L-m-Hydroxybenzaldehydcyanhydrin
identisch sein muB}, da er bei zweidimensionaler DC wiederum zum Teil in m-Hydroxy-
benzaldehyd zerfiel.
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Hydroxy-2-(m-Hydroxyphenyl)acetonitril, das bisher noch fehlende Diastereomere von
Zierin, und bildet somit die Vervollstindigung der ‘Prunasin-Gruppe’.
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Holocalin

Weitere Untersuchungen iiber die optische Reinheit von Holocalin, die Stereochemie von
Holocalin und Zierin und deren Synthese und Biogenese, die von m-Hydroxyphenylal-
anin ausgehen diirfte, sind in Vorbereitung. Uber die Resultate werden wir in Kiirze
berichten.

Da der enzymatische Abbau und der anschlieBende Nachweis und die Isolierung der
Spalitprodukte nach der klassischen Methode ausreichende Aussagen tiber die Struktur
von Holocalin gibt, wurde auf eine Interpretation von Spektren verzichtet.

DISKUSSION
Mit Holocalin ist die Naturstoffklasse der cyanogenen Glykoside um einen weiteren

Vertreter bereichert und die Prunasin-Gruppe veridufig aufgefiiiit worden. Damit ist

erstmals fiir die Leguminosae, Caesalpinioideae, das Vorkommen cyanogener Glykoside
durch Isolierung und chemische Charakterisierung gesichert.

Nach Burkhart soll auch Holocalyx-Glaziovii Taub.” cyanogen sein. Es wire von
Interesse zu priifen, ob hier ebenfalls Holocalin als cyanogenes Glykosid vorliegt. Das
Yorkommen cyanogener Glykoside beiden Leguminosae—Lotoideaeistschon lange bekannt,
ist aber chemotaxonomisch ohne Aussagewert, da die beiden Glykoside Linamarin und
Lotaustralin auch in Linaceen, anhnrhmmapn und ("nmnnclfpn mafnnr]pn wurden.3 Das

gleiche gilt fiir Taxiphyllin, das sowohl aus Taxus- und Juncus-Arten sowie aus Euphorbia-
ceen isoliert wurde.® Das Auftreten von freiem L-m-Hydroxyphenylalanin in einer Euphor-
biacee® macht es wahrscheinlich, daB3 in der an cyanogenen Glykosiden so reichhaltigen
Familie Euphorbiaceae neben Linamarin, Lotaustralin und Taxiphyllin auch Holocalin

ader Zierin 71 Aﬂxrorfnn gind ha TArrnmunr\cqn_T nfnuﬂnaﬂ nnA anhnr‘mnr\hon n'ﬁ' nrnRA
OGCT L4011 crwanren SingG. CEUIMINGSac—i.0l01GC JATEISR0) A

Mengen L-4,5-Dihydroxyphenylalanin enthalten, das nach Etthnger und Eyjolfsson* die
biogenetische Vorstufe von Triglochinin, einem cyanogenen Glykosid aus Triglochin
maritima L.'5 und Lilgea scilloides,'® Juncaginaceae, ist, diirfte in diesen Familien eventuell
mit Triglochinin bzw. bisher noch unbekannten 4,5-Dihydroxybenzaldehydcyanhydrin-

oliranaidan 2n rapchnan qo1 Anich MMatholithar van Dhiyrrin Tavinhyllin | Zierin nnd
ZIUCOosIGen Zu recnnen SsCin. AUCH Menyiainel von L/nurrin, i1axipayuin, ZIiSrin una

Holocalin sind mit groBer Wahrscheinlichkeit im Pflanzenreich zu erwarten.

Die endgiiltige Kldrung der Stereochemie von Holocalin bildet ein zusitzliches Problem:
Holocalin hat eine optische Drehung [a]p —59,14°, die zwar in der GréBenordnung der von
Sambunigrin [a], —76,1° entspricht, aber doch eine relativ groBe Abweichung aufweist.
14 M, ErrLINGER und R. EvIoLrssoN, J. Chem. Soc., Chem. Commun. 572 (1972).
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Aus der bei der Kristallisation von Holocalin zuriickbleibenden Mutterlauge erhielten wir
nach Acetylierung ein Pentaacetat mit einer optischen Drehung [z], —16,9°. Dieser
Drehwert 146t sich theoretisch fiir Zierin-Pentaacetat errechnen, das als genuines Glykosid
den Drehwert [a]p —29,5° hat. Es besteht also die Moglichkeit, da3 Holocalyx balansae
Holocalin und Zierin gemeinsam enthilt, und es wire der erste bekannte Fall, da} beide
Diastereomere nebeneinander in einer Pflanze vorkommen. Diese Problemstellung soll
noch geklirt werden, sobald uns eine groBere Menge Holocalyx-Samen bzw. ausreichende
Substanzmengen der synthetischen Glykoside zur Verfiigung stehen.

EXPERIMENTELLES

Die IR Spektren wurden in KBr gepret. Die Fp. wurden mit einem Kofler-Schmeizpunktmikroskop
bestimmt und sind unkorrigiert. Die Elementaranalysen wurden bei I. Beetz, Kronach, dBR, durchgefiihrt.

Pflanzenmaterial. Die eifrmigen, pflaumengrofien Frichte von Holocalyx balansae Mich. wurden im
Jardin Botanico Asuncién im Mirz gesammelt. Nach Entfernung des Fruchtfleisches wurden die kugeligen
Samen vor der Weiterverarbeitung getrocknet. Herbarmaterial befindet sich im Herbario Rojyas, Asuncién.

Orientierende Priifung auf Cyanogenese. Priifung des mit Wasser angerithrten Samenpulvers im Guig-
nard—Mirande’® und Feigl-Anger—Test.!!

Papierchromataographie. 2 g gemahlene Samen von Holocalyx balansae wurden mit 10 ml 70 %, MeOH
aufgekocht. Vom Uberstand wurden 20 pl 8 mal auf der Startlinie eines MN-260-Bogens (20 x 20 cm)
aufgetragen. Es wurde aufsteigend mit #-BuOH-HOAc-H,O (4:1:5) entwickelt. Die getrockneten PC
wurden in Léngsstreifen zerschnitten. Der Nachweis von Holocalin erfolgte nach der von Tantisewie
et al.*? beschriebenen ‘Sandwich-Methode’. Ein Teil der Streifen wurde mit diazotierter Sulfanilsdure bzw.
mit 1% KMnO,-Losung bespriiht: Holocalin bildete mit diazotierter Sulfanilsiure rotbraune Flecken und
entfarbte KMnO,-Losung. Der R~Wert betrug 0,7.

Roh-Emulsin-Lsung fiir die Sandwich-Methode. 50 g gemahlene siile Mandeln wurden mit 500 ml m/20
Phosphatpuffer pH 5,5 angerithrt. Nach 1 Stunde wurde durch ein Faltenfilter filtriert. Das Filtrat wurde
zur Konservierung mit einigen Tropfen Toluol versetzt und im Eisschrank aufbewahrt.

Isolierung von Holocalin. 82 g Samen von Holocalyx balansae wurden fein gemahlen. Das Samenpulver
wurde 3 mal je 15 Min mit je 600 ml 70% MeOH am Riickflufl gekocht. Die vereinten Filtrate wurden am
Rotationsverdampfer auf 600 ml konzentriert. Man filtierte duch HYFLO und schiittelte das Filtrat 5 mal mit
insgesamt 1 | n-Butanol aus. Die Butanol-Phasen wurden liber Na,SO, getrocknet und abgesaugt. Nach
Eindampfen i.V. erhielt man 4,4 g Rickstand. Der Riickstand wurde in wenig heiflem MeOH gelost und
die Losung mit 10 g Kieselgel verriihrt. Der Brei wurde in einem Rundkolben i.V. am Rotationsverdampfer
zur Trockene gebracht. Das feingepulverte Extrakt-Kieselgel-Gemisch wurde auf seine Sdule (¢ 2,5 cm)
aufgetragen, die mit 150 g Kieselgel Merck (0,08 mm) beschickt war (Suspension in EtOAc). Nun wurde
stufenweise mit je 500 ml EtOAc mit steigenden Methanolkonzentrationen entwickelt (0, 5, 109%;). Frak-
tionen zu 20 ml wurden mit einem Fraktionskollektor gesammelt. Von den einzelnen Eluatfraktionen
wurden je 10 ul auf einen Filterstreifen aufgetragen, der mit Rohemulsin-Losung bespritht wurde und mit
der ‘Sandwich-Methode’ mit Feigl-Anger-Reagenzpapier auf Holocalin gepriift wurde. Die Holocalin-
haltigen Fraktionen (65-110) wurden vereint und i.V. eingedampft. Der Riickstand (1,34 g) wurde in wenig
heilem EtOAc gelost. Nach Zugabe von wenig Aktivkohle filtrierte man durch eine mit HYFLO bedeckte
Glasfritte, Das farblose, klare Filtrat wurde mit CHCI; bis zur beginnenden Triibung versetzt. Es schieden
sich feine, weille Nadeln von Holocalin ab, die nach 24 stdg. Stehen im Eisschrank abgesaugt und im Vakuum
getrocknet wurden. Nach nochmaligem Umkristallisieren erhielt man 900 mgHolocalin. Holocalin schmeckt
wie Amygdalin bitter.

Holocalin Fp. 154-155° (Fp. fiir Zierin 153-156°), [e]® —59,14° (c, 1,41; EtOH), Berechnet fiir C 4 H, ;-
0O,N (Mol. Gew. 311,284) C, 55,38; H, 5,89; N, 4,31. Gefunden C, 54,46; H, 5,92; N, 4,27,

UV-Spektrum. Apax (EtOH) 222 und 280 nm (e 3300 und 2180). A,., (EtOH; pH 12) 246 und 304 nm (e
3550 und 2580), IR-Spektrum (1 mg Holocalin gepref3t in 300 mg KBr) 690, 775, 805, 880, 895, 1030, 1055,
1075, 1160, 1245, 1275, 1405, 1475 und 1600 cm~ 1.

Enzymatische Spaltung von Holocalin. 200 mg Holocalin wurden in 10 ml Phosphatpuffer pH 5,5 (m/20)
geldst. Zugabe von 5 mg Emulsin.!? Nach 2 titigem Stehen wurde mit Ather 3 mal ausgeschiittelt. Die
wissrige Phase wurde i.V. auf das halbe Volumen eingeengt. Priifung mit Glucoseoxydase-Test-streifen'®
ergab positive Reaktion auf Glucose. 10 ul der konzentrierten wissrigen Phase wurden auf MN-260-Papier
aufgetragen. Als Verlgeichssubstanzen wurden Glucose, Galactose, Arabinose und Fructose aufgetragen.
Der aus Holocalin enzymatisch abgespaltene Zucker erwies sich in verschiedenen FlieBmitteln als identisch
mit Glucose (Anilinphthalat als Sprithreagenz).

17 Lieferfirma, C. Roth OHG, Karlsruhe, DBR.
18 Glucotest® der Fa. C. F. Boehringer, Mannheim, DBR.
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DC-Nachweis des Aglykon. Die Atherphase wurde iiber Na,SO, getrocknet. Das Filtrat wurde auf etwa
1 ml eingeengt. 5 pl wurden auf Kieselgel-F254-Platten aufgetragen. Als Vergleichssubstanzen lie8 man m-
Hydroxybenzaldehyd, p-Hydroxybenzaldehyd, m-Hydroxybenzoesdure und p-Hydroxybenzoesdure mit-
laufen. CHCl,-MeOH (17:3) diente als FlieBmittel. Nach einer FlieBhohe von 15 cm markierte man die
dunklen Flecken unter UV-Licht, bespriihte anschlieBend mit diazotierter Sulfanilsdure, und notierte die
dabei auftretende, sehr charakteristische Farbentwicklung: m-Hydroxybenzaldehyd (R, 0,59): rasch
okerfarben, spiter leicht verblassend; p-Hydroxybenzaldehyd: (R, 0,54): erst gelblich, spiter Ubergang in
kriftiges karamelbraun. Fleck A im Atherauszug verhielt sich im R, und in der Farbbildung exakt wie m-
Hydroxybenzaldehyd. Fleck B im Atherauszug hatte einen R,0,16 und gab mit Diazoreagenz erst eine gelbe
Fiarbung, die spéter in braun {iberging. Fleck B ist vermutlich m-Hydroxybenzaldehydcyanhydrin, da er bei
zweidimensionaler DC zum Teil Fleck A bildete.

Isolierung von m-Hydroxybenzaldehyd. Die konzentrierte Atherausschiittelung der enzymatischen Holo-
calin Spaltung wurde auf eine kleine Saule mit 10 g Kieselgel aufgetragen. Man entwickelte mit CHCl;-
MeOH-Gradienten und priifte die Eluatfraktionen durch DC auf Fleck A. Die entsprechenden Fraktionen
wurden eingeengt. Der Riickstand wurde aus Ather-Petrol umkristallisiert. Nach Absaugen und Trocknen
erhielt man 36 mg Kristalle. Fp. 107-109° (Lit. Wert fiir m-Hydroxybenzaldehyd 106-108°). Das IR-
Spektrum der isolierten Substanz in KBr war deckungsgleich mit einem Vergleichsspektrum von synth.
m-Hydroxybenzaldehyd.

Darstellung von Pentaacetyl-O-[B-D-Glucopyranosyl)-2-Hydroxy-2-(m-Hydroxyphenyl)acetonitril (ver-
mutlich p-Form = Pentaacetyl-Zierin). Die bei der Kristallisation von Holocalin erhaltene Mutterlauge
hinterlieB nach Eindampfen einen Riickstand von 250 mg. Dieser wurde in 2 ml Acetanhydrid und 2 ml
Pyridin geldst. Man lieB das Gemisch iiber Nacht stehen. Nach Zugabe von Eiswasser erhielt man einen
festen Riickstand, der abgesaugt und 2 mal aus verdiinntem Methanol umkristallisiert wurde. Feine Nadeln;
Fp. 99-102°. [a]20 —16,9° (c, 1,725; EtOH). UV-Spektrum A, (EtOH) 264 und 268 nm (¢ = 588 und 550).
Berechnet fiir C;4H2,0,,N (Mol. Gew. 521,464) C, 55,27; H, 4,84; N, 2,69. Gefunden C, 55,92; H, 5,53;
N, 2,74%.

Anerkennungen—Wir danken Herrn Dr. R. Eyjolfsson, Reykjavik, Island, und Herrn Professor Dr. R.
Hegnauer, Leiden, Holland, fiir interessante und anregende Diskussionen.
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