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gelost durch die Hitzebehandlung des Pflanzenmaterials
werden postmortale Prozesse eingeleitet, die zur Bildung
dieses seltenen Chromonderivates fiihren. Dabei muf} die
Genese von 5,7-Dihydroxychromon-7-rutinosid in engen
Zusammenhang mit einem Flavonoidabbau gebracht
werden, wobei nach dem augenblicklichen Stand [3,7]
wahrscheinlich Flavanonen und Flavonolen die Precur-
sor-Funktion zukommt. Die Frage nach dem Chemismus
der Abbaureaktionen und ob ausschlieBlich enzyma-
tische Reaktionsabliufe oder auch nichtenzymatische
Folgereaktionen stattfinden sind Gegenstand weiterer
Untersuchungen.

EXPERIMENTELLES

Chemikalien und Geriite. Die Isolierungsmethoden von Erio-
dictyol und Eriodictyol-7-rutinosid wurden bereits besch-
rieben [9]. Meerrettichperoxidase (E.C.1.11.1.7) Reinheitsgrad
II stammte von der Fa. Boehringer Mannheim. Die Enzy-
mumsetzungen wurden in einem Beckman DB Spektralphot-
ometer oder im Zeiss Spektralphotometer PMQ II unter Ther-
mostatisierung bei 30° durchgefiihrt. Die Durchfiihrung der
Diinnschichtelektrophorese erfolgte in einem ElphorGerit der
Fa. Bender u. Hohbein Miinchen mit Polyamid als Sorbens
und 6 mM Phosphatpuffer pH 7,8 als Elektrolytlosung (Span-
nung 120 V).

Pflanzenmaterial. Das Pflanzenmaterial von M. longifolia
Huds. stammte von einem wildwachsenden Standort bei Ais-
perg (Kreis Waldshut) im Siidschwarzwald; die iibrigen Men-
thaspecies sind aus Kulturen des institutseigenen Versuchs-
feldes.

Extraktion des Pflanzenmaterials. 10 g Droge (gefriergetrock-
net oder hitzegetrocknet) wurde mit 200 m! MeOH versetzt
und 24 Std. am Soxhlet extrahiert. Der methanolische Extrakt
wurde 24 Std. bei —20° in der Tiefkiihitruhe beiseite gestellt
und anschlieBend 30 min bei 3000g zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde am Vakuumrotationsverdampfer zur Sirupdicke
eingeengt, 8 Std. mit heiBem H,O digeriert. Dic wissrige
Phase wurde 30min bei 3000g zentrifugiert. 30-50 ul des
wissrigen, mit H,O auf 25 ml gebrachten Uberstandes wurden
jeweils diinnschichtelektrophoretisch [3, 14, 15] auf Chromon-
bzw. Eriodictyol-glykosid getestet.

Herstellung der Enzympriparationen. 5g Frischpflanzen
wurden mit 10g Quarzsand, 30 ml K-phosphatpuffer (0,1 M
pH 7.5) und 20 ul Mercaptoiithanol 10min im Morser zer-
ricben und das Homogenat 30 min bei 100000 g zentrifugiert
(= Robsaft). AnschlieBend wurde mit gereinigtem Dowex
1 x 2 (200400 mesh, Cl~-Form. PO3J -dquilibriert) 30 min
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geriihrt (1 g Dowex/10 g Frischgewicht) und durch Glaswolle
filtriert. Dann erfolgte eine Ammonsulfatfillung bei 80%, Sitti-
gung, Der Niederschlag wurde in Pi-puffer aulgenommen und
iiber Sephadex G-25 medium filtriert | = Sephadexfiliray) Alle
Arbeitsginge wurden bei 4° ausgefiihrt.

Enzymtests. 0,5 uMol Eriodictyol- bzw. Eriodictyol-7-rutino-
sid wurden in 0,25 ml Athylenglykolmonomethykither gelost
und nach Zusatz von 5ml K Pi-puffer (0,1 M pH 7.5) und
3 ml Sephadexfiltrat bei 30° inkubiert. Die Reaktion wurde
durch Aufnahme der UV-Spektren im Bereich von 500-220 nm
in bestimmten zeitlichen Abstinden verfolgt. Die Ver-
gleichskiivetten enthielten den gleichen Ansatz wie die MeBkii-
vette, mit Ausnahme des Substrates. Fiir den diinnschichtelek-
trophoretischen Nachweis der Chromonbildung wurden
5 uMol Substrat und 0,3ml Rohsaft in den obigen Ansatz
eingebracht. In bestimmten zeitlichen Abstinden wurden
30-50 ul dem Reaktionsansatz entnommen und das Auftreten
von 5,7-Dihydroxy chromon-7-rutinosid verfolgt. Der Enzym-
test mit Meerrettichperoxidase erfolgte nach der Methode von
Bergmeyer [16].
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Plant. Aniba riparia (Nees) Mez (Lauraceae), trivial
name louro, voucher specimen INPA, Manaus, 46.799,

* Part 33 in the series “The Chemistry of Brazilian Laura-
ceae”. For Part 32 see ref.: [1]. Sponsored by Ministério do
Planejamento through Academia Brasileira de Ciéncias and
by Fundagdio de Amparo & Pesquisa do Estado de Sio Paulo.

collected at Ducke Forest Reserve, Manaus, Amazonas.

Trunk wood. Vapour entrainment gave essential oil
(0.6%), shown to contain benzyl benzoate (74%), a com-
mon constituent of Aniba species [2], benzaldehyde
(10%) and terpenes by GLC and Benzene extrac-
tion gave a partly crystalline mass (1%) which, upon filt-
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ration and washings with MeOH, led to pure 3,5,7-tri-O-
methoxyflavone  (iri-O-methylgalangin, 36%,), 'mp
199-200°, previously unreported as a natural product.
The structure was elucidated from its *3CMR spectrum,
The carbonyl chemical shift (§ 173.6) and the four peaks
(two of double intensity) in the 128-131 ppm region sug-
gested a flavone unsubstituted in the B ring [3-5]. The
two high field methines (8 92.1, 95.5) could be accommo-
dated by a 5,7-dioxygenated ring A. This accounts for
the two methoxy carbons absorbing at higher field (&
55.4, 56.0) and therefore not ortho-disubstituted [6], as
opposed to the third methoxy carbon (6 59.7) which can
only be located at the highly hindered C-3 position. IR
[Vax (cm™1):1638, 1616, 1462, 1450, 1360, 1240, 1223,
1180, 1160, 1125, 1022, 835, 800, 720], ‘HMR [§
(CDCl,): 3.83 (s, OMe), 3.88 (s, OMe), 3.91 (s, OMe),
6.26 (d, J 1.0 Hz), H-6), 643 (d, J 1.0Hz, H-8), 7.42 (m,
H-3'4.5), 8.00 (m, H-2',6'}] and MS [m/e (%): 312 (25)
M, 311 (27), 284 (28), 181 (100), 180 (74), 152 (10), 137
(17), 77 (21)] corroborated the identification.
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Comment. The conspicuous secondary metabolites of
all Aniba species which have so far been analysed are
either 2-pyrones or neolignans [2]. A. riparia, thus,
becomes the first exception.
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Plant. Prionostemma aspera and Maytenus rigida.
Voucher specimens Nos. 1374 and 1750 respectively are
deposited in the Herbarium of Institute of Antibiotics,
UFePe, Recife, (Brasil). Previous work. From these and
sister species tingenone [1] and/or pristimerin were iso-
lated from the CHCl;-soluble fraction of the methanolic
extract of root bark. (For a review of previous studies
on Celastraceae, see [2]). No study on the flavanol com-
position of this family has been reported.

Present work. MeOH extraction of the powdered root
bark of Prionostemma aspera, or Maytenus rigida, and
concentration of the extract gave a solid, which was
treated with CHCI, to remove tingenone, pristimerin and
other triterpenes [1,3]. The chloroform-insoluble residue
was dissolved in acetone, poured into H,O and extracted
with EtOAc. Removal of the solvent gave a pale pink
powder, which was chromatographed on silica (deacti-
vated with 5% H,0). Flution with EtOAc gave a cate-
chin and a mixture of two proanthocyanidins (+ ve HCl-
vanillin test).

The catechin, C,¢H;40;, mp 142-4° (H,0),
[¢]p = —60° (EtOH) showed a methoxy group by
NMR. An amorphous pentaacetate, a tetra-O-methyl
ether, mp 160-2°, and a meno-O-acetyl-tetra-O-methyl
derivative were obtained. The above data indicated cate-
chin to be (—)-4'-O-methyl-epigallocatechin (1), an un-
usual catechin previously isolated by us [4.5]. Identifica-
tion was confirmed (mmp NMR, IR, TLC) by compari-
son with authentic samples of (1) and its derivatives.
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(2)

The mixture of the two proanthocyanidins was separ-
ated on cellulose with H,O. Proanthocyanidin A4, amor-
phous powder showing a methoxy group by NMR, gave
a nona-O-acetylderivative, C,oH,O,,, mp 134-5°,
[eJp= +25 (CHCl;); a hepta-O-acetylderivative,
C35H,4,0,4, M™ 774), mp 125-7° dec. Proanthocyanidin
B, amorphous powder, gave a nona-Q-acetylderivative
CioH 60,1, mp, 171-4°, [a]p = + 55 (CHCl,); a hepta-
O-methy] derivative C;gH,,0,,, mp 165-67°, and a di-
O-acetyl-hepta-O-methyl derivative C,,H,0,, M*
774), mp 164-66°. The above data indicate the two pro-
anthocyanidins to be the C,-epimeric Ouratea-proantho-
cyanidin 4 na B respectively, isolated by us from Ouratea



