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PRUNASIN AND AMYGDALIN FROM SORBUS COMMIXTA
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Plant. Sorbus commixta Hedl. (S. aucuparia var.
japonica Max.) Rosaceae. Previous work. Prunasin was
detected from Sorbus aucuparia by PC [1]. Present work
Fresh plants of Sorbus commixta (2.7kg) were extracted
with MeOH, the MeOH extract evaporated to dryness,
and the residue extracted with water. The aqueous solu-
tion was extracted with Et,O. From the Et,O extract
prunasin (1) was obtained (0.5%/ for seeds, 0.01% for
leaves, 0.05%; for barks, 0.003% for roots). 1 was recrys-
tallized from EtOAc to give crystals, mp 147-148°,
[2]8° — 27.2°. 1 was identified by mp, GLC, UV, IR and
NMR. The aqueous solution (70g) was chromatographed
over charcoal using 10-20%, EtOH. The residue obtained
from 20°%, EtOH fraction on rechromatography over Si
gel using EtOAc-MeOH (4:1) gave amygdalin (2)
(0.007g). 2 was identified by mp GLC, UV, IR and NMR.
This is the first isolation of 2 in crystalline form from

Sorbus species. 2 was hydrolyzed by a new method devel-
oped by us [2,3]. Then, 2 (200 mg) in 0.2N H,SO, (20
ml) was hydrolyzed by irradiating it with UV light (from
a low voltage UV lamp, 120 W) for 3 hr at room temp.
(20°) to give gentiobiose (10%) which was identified by
TLC and GLC. Conventional acid hydrolysis of 2 gave
2 mol of glucose.
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Abstract—A new peptide, L-y-glutamyl-2-amino-3-hexanone has been isolated from a mushroom Russula ochroleuca.
The suggested structure is supported by 'H and '*C NMR spectroscopy. It is the first natural a-aminoketone

associated with glutamic acid.

Ce travail s’inscrit dans une série d’études sur la répar-
tition des acides aminés et peptides libres des champig-
nons* Un nombre important de y-glutamylamines ont
€té isolées du régne végétal [1]. Dans les Basidiomycétes,
leur répartition est cependant plus limitée. Citons une

* Casimir, J; Jadot, J; Dardenne, G. Publ. 10 Acides aminés
et peptides des champignons. Publ. 9 voir Dardenne et al.
(1974) Phytochemistry 13, 1897.

nouvelle substance, la y-glutaminyl-4-hydroxybenzéne
trouvée récemment par Weaver et al.[2] dans Agaricus
bisporus et qui n’est autre que la y-glutamyl-4-hydroxy-
aniline isolée par Casimir et al. [3] en 1960 a partir de
A. hortensis. A. bisporus contient aussi la y-glutamyl-4-
hydroxyméthylphénylhydrazine [4] tandis que la y-gluta-
myl-4-formylphénylhydrazine et la y-glutamyltyramine
ont été identifices dans A. subrufescens[5]. Un dérivé
d’amine trés simple a é1é trouvé dans Xerocomus badius,
il s'agit de la y-glutamyléthylamine [6].
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La présente étude nous a permis d'isoler de Russula
ochroleuca un nouveau dérivé de I'acide glutamique: la
y-glutamyl-2-amino-3-hexanone. La configuration du
groupe méthyle en C4 n’a pas été déterminée. Cest la
premiére fois que nous pouvons identifier un dérivé de
'acide glutamique et d’une a aminocétone primaire,
composé peu stable et rarement isolable [7].

RESULTATS ET DISCUSSION

La 2D-PC de la fraction soluble dans I’éthanol aqueux
de R. ochroleuca a révélé la présence d’un spot non iden-
tifiable, bleu—violet avec la ninhydrine, migrant au front
du phénol et au niveau de la phénylalanine au butanol.
Par HVE a pH 3.6, la substance est neutre. Elle est parti-
culiérement sensible & 'hydrolyse acide et elle se scinde
en acide glutamique et en un produit inconnu basique
par HVE a pH 3.6. Ce dernier migre plus au butanol
que ne le font généralement les acides aminés provenant
de T'hydrolyse d’'un glutamyldipeptide (R,, voir partie
expérimentale). Aprés purification de l'extrait sur une
colonne de Lewatit S 1080, les acides aminés aromatiques
et une grande partie de la substance inconnue ont été
adsorbés sur une colonne de charbon préparée suivant
la méthode de Partridge [8]. Aprés désorption, ces com-
posés ont été fractionnés sur une colonne de Lewatit
M 5080, AcO~. Le nouveau produit est élué avant la
phénylalanine et la tyrosine. Il est recristallisé dans un
mélange H,O-EtOH.

L’analyse élémentaire et la détermination du poids
moléculaire par osmomeétrie conduisent a la formule
moléculaire C,;H,,0O,N,. Le test de Rydon-Smith [9]
indique I'existence d’une fonction -CONH-. La sub-
stance posséde une fonction « NH, [10]. L’hydrolyse par
HCI I N fournit l'acide L-glutamique et une substance
instable, & caractére basique. Le spectre IR du composé
(KBr) montre a coté des vibrations caractéristiques des
acides aminés, les vibrations correspondant a une fonc-
tion amide aliphatique a chaine ouverte: vyy(cm™!)
3290 (w), 3270 (m), 1535(m); vc-o(cm™')1640(s). Une
absorption intense a 1718cm™! indique la présence
d'une fonction cétone aliphatique. Ces divers arguments
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ainsi que les résultats de la spectroscopie 'H et '*C
RMN (voir Tableaux 1 et 2) permettent de proposer pour
ce dérivé de Pacide glutamique la formule représentée
4 la Fig. 1. Dans les spectres de 'H RMN (voir Tableau
1), les protons du groupe glutamyle sont facilement
repérés par la variation de leur déplacement chimique
lors du passage en milieu acide [11]. Le déplacement du
proton Hg uniquement couplé avec les protons H; du
groupe méthyle correspond a celui d’un proton situé sur
le groupe méthyne voisin du NH- de la fonction amide.
Les autres résonances Hy, H,, et H;, caractérisent un
groupe propyle fixé sur le carbone cétonique. L’examen
des spectres de ! 3C RMN (voir Tableau 2) et des spectres
découplés “hors résonance” ainsi que les valeurs des
déplacements’ chimiques permettent de déterminer la
présence de 3 groupes carbonyles, 2 groupes méthyles,
4 groupes méthyléniques et 2 groupes méthynes. La
résonance a 214 ppm est caractéristique d’une cétone ali-
phatique [12]. Les résonances a 173.2 ppm et 173.6 ppm
correspondent respectivement a un carbonyle amide [13]
et a un carboxyle o acide aminé d'un groupe gluta-
myle [13-15]. Ce carboxyle présente le déplacement
attendu vers les champs faibles par protonation en milieu
acide [14, 15]. Les résonances des autres atomes de C
du groupe glutamyle sont également attribuées grace a
la variation de leur déplacement chimique. Le C méthyne
C, résonne a champ faible ce qui fixe sa position sur
le NH amide et en « de la fonction cétone. Le C méthyl-
énique C, est également déblindé par le groupe C=O
adjacent. Par les courbes de dichroisme circulaire, nous
avons observé un effet Cotton négatif vers 280 nm qui
indique la présence d'un groupe carbonyle “asymétrique-
ment perturbé”. L'effet Cotton positif important vers
215 nm, plus intense en milieu acide qu’en milieu basique
est caractéristique d’un L acide aminé[16, 17].

Tableau 1. 'H RMN. Déplacements chimiques et constantes de couplage*

H, H3(2) H2) H, H,(3) Hy(2) H,o(2) H,,(3)
4 (D,0) 3,80 2,20 2,48 446 1,38 2,67 1,63 0,93
(1) (mnr) (mnr) C)] (d (1) 0] (¢
6 (D,0 + TFA) 4,20 2,33 2,67 447 1,39 2,67 1,63 093
J (en Hz) Ju,hy ~6 Jue-n, =75

J"'—HIO = J"m—"u ~15

* Les constantes de couplage et les déplacements chimiques du composé en solution dans D,O et dans D,O + TFA ont
été déterminés sur un spectrométre JEOL 100 MHz. Les déplacements chimiques sont donnés en ppm par rapport au
22,3 3-tétradeutério -3-(triméthylsilyl) propionate de Na. Les symboles d,i.g,s, mnr signifient respectivement doublet, triplet,

quadruplet, sextuplet, muitiplet non résolu.

Tableau 2. '*C RMN. Déplacements chimiques*

Cl C2 C3 C4 CS C6 C7 Cs C9 Cl [ Cl 1
4 (D,0) 1736 548 270 319 1732 554 16,1 2140 413 176 139
5 (D,0 + TFA) 1707 528 263 316 1732 554 161 2140 413 176 139

* Les spectres du composé en soln dans D,0O et dans D,O + TFA ont été enregistrés sur un
spectrométre BRUKER 22,63 MHz. Les déplacements chimiques sont donnés en ppm par rapport

au TMS.
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PARTIE EXPERIMENTALE

Isolement de la L-y-glutamyl-2-amino-3-hexanone. 2.6 kg de
R. ochroleuca frais ont été broyés et extraits par de l'alcool
4 95%, L'extrait filtré a été purifié sur une colonne de Lewatit
S 1080, H* et les acides aminés ont été extraits par la pyridine
I N. Les acides aminés aromatiques et le peptide ont été
adsorbés sur une colonne de charbon traité par la méthode
de Partridge. Aprés désorption, le mélange (0.5g) a été fixé
sur une colonne de Lewatit M 5080, forme AcO-,
100-200 mesh, 4.5 x 95cm. Par élution avic HOAc 05N, le
peptide passe avant les acides aminés aromatiques. (118 mg).
C, 54.1; H, 837; N, 11.42. Calc. pour C,H,,0(N,: C, 54.08;
H, 8.25; N, 11.47%) IR: vKBf 3290 (w), 3270 (m), 3065 (m), 2960
(m), 1718 (s), 1640 (s), 1585 (s), 1535 (m), 1450 (m), 1408 (s),
1250 (m), 1122 (m), 1030 (m)cm ™',

Méthodes danalyses. La chromatographie sur papier What-
man 3MM a été réalisée en utilisant comme solvant le
mélange n-BuOH-HCOOH-H,0 (15:3:2) et le phénol saturé
par un tampon a pH 4.2, Les R, pour le dérivé, P'a aminocé-
tone et I'acide glutamigue sont respectivement: BuOH, 0.52;
0.63; 0.23; Phénol, 0.91; 0.77; 0.26.

Remerciement—Nous tenons a remercier le Professeur P.
Heinemann, Faculté des Sciences Agronomiques de Gembloux
et Mr. Marchal, Couvin pour la récolte et la détermination
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Abstract—Two new glucosides, tris [448-D-glucopyranosyloxy)benzyl] citrate, named parishin, and 4-(8-p-glucopyr-
anosyloxy)benzyl alcohol have been isolated from Vanda parishii. The latter compound may, however, be an artefact

formed from parishin,

In a recent communication [2] Aasen et al. reported
that the glucosides loroglossine (1) and militarine (2),
both of which are found in Orchis militaris L., are diesters
of 4-(B-p-glucopyranosyloxy)benzyl alcohol (3) and
(2R, 3S)-2-isobutyltartaric acid and (R)-2-isobutylmalic
acid respectively. We now report the occurrence in
Vanda parishii of a new glucoside, named parishin (4),
~ which is shown to be the triester of citric acid and 3.
Besides parishin (4), the glucoside 3 was isolated from
the methanolic extract, but this substance may be an
artefact formed from 4 during the isolation procedure.

* Part 7 in the series “Studies on Orchidaceae Glucosides”.
For part 6 see ref. [1].

The glucosides 3 and 4 were isolated from a methano-
lic extract by chromatography on silica gel followed by
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