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Rhamnus frangula L., Emodin-6-O-p-apiofuranosid, Anthrachinon-O-glykosid

From the bark of Rhamnus frangula L. by polyamide chromatography a new anthrachinone-

glycoside was isolated and structurally elucidated as 6-O-(p-Apiofuranosyl)-1,6,8-trihydroxy-3-

methyl-anthrachinone.

Einleitung

Die friher fiir einheitlich angesehenen Anthra-
chinonglykoside Frangulin und Glucofrangulin aus
der Rinde von Rhamnus frangula L. sind von uns
schon vor zehn Jahren in jeweils zwei Komponenten
(A und B) getrennt worden 2. Die partielle enzyma-
tische Hydrolyse von Glucofrangulin A bzw. B lie-
ferte Glucose und Frangulin A bzw. B. Die saure
Hydrolyse der Glucofranguline und Franguline da-
gegen fiihrte in jedem Falle zu 1.6.8-Trihydroxy-3-
methyl-anthrachinon (Emodin) (1). Als Haftstelle
fir den Zucker im Frangulin A bzw. B kam nach
dem Ergebnis der Methylierung nur das C-6-Hydro-
xyl in Frage. Fast gleichzeitig mit uns beschrieben
auch Longo und Mitarb. ? die Existenz zweier Fran-
guline und Glucofranguline. Auf Grund ihrer Ver-
suchsergebnisse vermuteten sie bei den Frangulinen
A und B das Vorliegen eines 6-O-a- bzw. 6-0-4-
Rhamnosides des Emodins. Nachdem von uns durch
Partialsynthese die Strukturen von Glucofrangulin
A* und Frangulin A?'! als 6-O-(a-L.-Rhamno-
pyranoslyl) -,8-0- (f-D-glucopyranosyl) - 6-0-
(a-L-Rhamnopyranosyl) - 1.6.8- trihydroxy-3 - methyl-
anthrachinon (4 bzw. 2) endgiiltig gekldart werden
konnten, war noch die Struktur der B-Glykoside
offen. Mithlemann und Lyk ® berichteten zwar iiber

bzw.

die Bildung zweier Franguline nach Umsetzung von
Emodin mit a-Acetobromrhamnose, doch konnten

Sonderdruckanforderungen an Prof. Dr. H. Wagner, Insti-
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die Autoren fiir die von ihnen postulierte a- bzw.
p-Verkniipfung in den beiden entstandenen Emodin-
rhamnosiden keinen Beweis erbringen.

Da die Bildung eines O-f-L-Rhamnosides bei der
Umsetzung von a-Acetobromrhamnose mit einem
Phenol unter den angegebenen Bedingungen ziem-
lich unwahrscheinlich war, unterzogen wir Frangu-
lin B einer genauen Strukturanalyse.

Ergebnisse

Wie bereits in einer Kurzmitteilung ¢ beschrieben,
lieferte Frangulin B bei saurer Hydrolyse zwar ein-
deutig Emodin, aber anstelle von Rhamnose einen
anderen Zucker. Auch das Ergebnis der Perjodsaure-
oxydation” und des Smith-Abbaus® sprach gegen
Rhamnose als Zuckerkomponente. Die NMR-Spek-
troskopie von Frangulin B und Frangulin-B-Acetat
ergab fir den Zucker 6 Protonen und 3 OH-Grup-
pen.

Da das Felddesorptions-Massenspektrum fiir das
Pentaacetat von Frangulin B ein Molekulargewicht
von 612 [reg. 614=(M+2)*] und fiir den mit
praparativer Gaschromatographie gereinigten Tri-
methylzucker ein Molekulargewicht von 192 [reg.
194 = (M +2)*] anzeigte, errechnete sich fiir den
Zuckeranteil ein Mol.-Gew. von 150.

Die Fragmentierung des Trimethylzuckers bei der
Elektronenstofl-Massenspektrometrie zu m/e 147 und
m/e 115 ist nach den von Kochetkov und Mitarb. %190
und Heyns und Mitarb. !' beschriebenen Zerfalls-
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mechanismen charakteristisch fiir Pentofuranosen

(Abb. 1).
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Abb. 1. ES-Massenspektrum der Trimethylpentose von Fran-

gulin B.
Das m/e 114 Ion, das sich vom (M-1) Ion =
mfe 191 ableiten 1idBt, ist nur durch Fragmentierung
einer verzweigten Pentofuranose erklarbar (Abb. 2).
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Zur genauen ldentifizierung wurde aus dem Tri-
methylzucker nach Bjorndal und Mitarb. 1> 13 das
Alditolacetat hergestellt. Im Gaschromatogramm
hatte es bezogen auf 1.5-Di-O-acetyl-2.3.4.6-tetra-O-
methyl-glucitol (R Gucit. = 1,0) und 1.4.5-Tri-O-
acetyl-2.3.6-tri-O-methyl-glucitol (Rt Glucit. = 2,5)
als innere Standardsubstanzen einen Retentionswert
von 0,52.

Die massenspektrometrische Fragmentierung des
Alditolacetates war nur mit der Struktur der ver-
zweigtkettigen Apiose vereinbar (Abb. 3).
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Abb. 3. 1.4-Di-O-acetyl-2.3.3’-tri-O-methyl-apitol.

Auch die molaren Extinktionswerte des Zuckers
stimmten mit den von Sandermann!* fiir D-Apiose
angegebenen Daten iiberein.

Fir Frangulin B ergibt sich somit die Struktur
eines 6-O-(D-Apiofuranosyl)-1.6.8-trihydroxy-3-me-
thyl-anthrachinons (3) (Abb. 4).
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Abb. 4. Struktur von Frangulin B.

Eine Uberpriifung der Arbeiten von Miihlemann
und Lyk % ergab, daf bei der Umsetzung von Emo-
din mit a-Acetobromrhamnose ein Gemisch aus
Emodin-6-0-a-L-thamnosid (Frangulin A) (2) und
Emodin-1-O- oder 8-O-a-L-rhamnosid entstanden
war.

Mit der Isolierung des Emodin-6-O-apiosids ist
Apiose erstmals als Zuckerbestandteil von Anthra-
chinonglykosiden und auflerdem zum ersten Mal in
der Rhamnaceen-Familie nachgewiesen worden.
Neuartig ist auch das Vorkommen von Apiose als
Monosid. Bisher ist Apiose ausschlieBlich in Disac-
charidglykosiden und zwar als Apiosylglucosid auf-
gefunden worden.

Da Frangulin B durch partielle Enzymhydrolyse
aus Glucofrangulin B unter Abspaltung von Glucose
erhalten wird, diirfte damit auch dessen Struktur als
6-0 - (p-Apiofuranosyl)-,8-O - (#-D-glucopyranosyl) -
1.6.8-trihydroxy-3-methyl-anthrachinon (5) bewie-

sen sein.
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2 H H a-L-thamnopyranosyl Frangulin A
3 H H D-apiofuranosyl Frangulin B
4 H f-p-gluco-  a-L-thamnopyranosyl Gluco-
pyranosyl frangulin A
5 H f-p-gluco- Dp-apiofuranosyl Gluco-
pyranosyl frangulin B
6 CH;CO CH,CO 2’.3”.3"-tri-O-acetyl- Frangulin B-
apiofuranosyl Pentaacetat
7 CH, CHj, 27.3".3"-tri-O-fethyl- Frangulin B-
apiofuranosyl Permethyl-
dther

Wir danken Herrn Privat-Doz. Dr. Schafer (Max-
Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen), Herrn
Prof. Beckey (Physik.-Chem. Institut der Universitat
Bonn und Herrn Prof. Lindberg (Org.-Chem. Insti-
tut der Universitiat Stockholm) fiir die Aufnahme
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der Massenspektren. Der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft danken wir fiir die Mittel zur Beschaf-
fung eines Massen-Spektrometers.

Beschreibung der Versuche !5
Isolierung von Frangulin B (3)

500 g grobgepulverte Faulbaumrinde wurden mit
Wasser gut durchfeuchtet und zur Anreicherung der
Franguline A und B 12h bei Zimmer-Temperatur
(Autohydrolyse) stehengelassen. Die abgeprefite
und getrocknete Droge wurde anschliefend mit
Ather 3 Tage am Soxhlet extrahiert. Die PreBfliis-
sigkeit wurde mit Ather ausgeschiittelt und die
Atherphase mit dem Soxhlet-Atherextrakt vereinigt.
Ausbeute ca. 20g orangerot gefiarbtes, amorphes
Pulver. Der Trockenextrakt wurde in Anteilen zu je
5 g einer dreimaligen Saulenchromatographie an
Polyamid mit Methanol als alleinigem Eluans unter-
worfen. 1. und 2. Sidule: 60 % 6,5 cm bzw. 40 x
3 em mit Korngrofle 100 — 150 ym. 3. Séule: 40 x
3 cem mit Korngrofle bis 60 um. Frangulin B er-
scheint nach dem Frangulin A. Die Fraktionierung
wurde durch Kieselgel-DC verfolgt und die Frangu-
lin B enthaltenden Fraktionen zusammengefalit. Aus-
beute an gelb gefarbtem, reinen Frangulin B 140 mg
vom Schmelzpunkt 196 °C.

CyHy50y (402,4)
Ber. C 59,70 H 4,51,
Gef. C 59,43 H 4.65.

DC: Polyamid/Methanol Ry 0,35 (Frangulin A
Rr 0,44).

Kieselgel/Athylacetat/Methanol/Wasser (100 : 17
13) Ry 0,81 (Frangulin A Ry 0,78).

UV (Methanol p. a.) : 2.y (loge) 224 nm (4,592),
246 (sh), 254 (sh), 263 (4,33), 284 (4,22),
302 (sh), 432 (4,097).

IR (KBr): 1670 (C=0 an C-10), 1625 (chel. C=0
an C-9), 3200 — 3500 ecm ™! (OH).

NMR ((CD;),SO + CF4CO,D, int. TMS) : Aglykon
(Emodin): 6 7,32 (d, J = 1,5Hz, 4-H); 7,13
(d, J = 2,5Hz, 5-H); 7,01 (d, J] = 1,5Hz,
2.H); 6,75 (d, ] = 2,5Hz, 7-H); 2,35 (s, br,
—CHj;). Zucker: 5,69 (d,J = 3 Hz, 1-H); 4,27
(d, ] = 3Hz, 2"H); 4,16 (d, ] = 9,5Hz,
4’-H); 3,85 (d, ] = 9,5Hz, 4-H); 3,49 (ir, ]
= 16,5 Hz, 3”-CH,).

a. Hydrolyse von Frangulin B

Ca. 10 mg Glykosid wurden mit 5ml 2,5-prozen-
tiger methanolisch-wiliriger Schwefelsdure 30 min
unter Riickflufl hydrolysiert. Nach dem Abdampfen
des Methanols wurde das Aglykon mit Ather ausge-

schiittelt. Aus Methanol p.a. kristallisierte das Emo-

din (1) in orangeroten Biischeln vom Schmelzpunkt
255 — 256 °C (Lit. 16 255 °C).

DC: Kieselgel/Benzol/Athanol (8:2) Emodin Ry
0,82.

Die vom Aglykon befreite wafirige Zuckerlosung
wurde nach dem Neutralisieren mit feingepulvertem
Bariumhydroxid auf 1 ml eingeengt und chromato-
graphisch untersucht.

DC: Kieselgel Na-Ac. gepuffert/Athylacetat/Isopro-
panol 65-prozentig (65 :35). Rp 0,45, 0,84,
0,90; (Rhamnose-Vergl. Ry 0,49).

PC: Schleicher und Schiill 2043 b/n-Butanol/Eis-
essig/Wasser (4:1:2). Ry 0,48 (Rhamnose-
Vergl. Ry 0,45).

b. Phenylosazon des Frangulin-B-
Zuckers

Die wilrige Zuckerlosung wurde auf 0,2 ml ein-
geengt. Nach Zugabe von 6 mg Phenylhydrazin und
10 mg Natriumacetat wurde die Losung 1h im
kochenden Wasserbad erhitzt. Umkristallisation des
Osazons aus 30-prozentigem Athanol. Schmelzpunkt
153 —155 °C (Lit. 1% 18 Schmelzpunkt 148 his 157
°C); MS: m/e = 328 (60%, M*).

c. Perjodsdureoxidation

Die Bestimmung wurde nach Wagner und Mit-
arb. 1 durchgefithrt. Blindversuch ca. 180 mg (ge-
nau gewogen) Natriummetaperjodat in 100,0 ml
gelost.

Anzahl n der verbrauchten Mol Perjodat/Mol Poly-

(a—b) MG

alkohol: n= 20-F

a = ml Na,S,0; des Blindversuches (auf Einwaage
des Hauptversuches umgerechnet) ; b = ml Na,S,04
des Hauptversuches; MG =annahernde Mol.-Masse
des Zuckers; E = Einwaage Polyalkohol in mg/10ml.
E = 14mg Frangulin B entspr. 5,23 mg Zucker;
MG ca. 150; (a—b) = 1,95 ml. Durchschnittl. Mol
JO,-Verbrauch/Mol Zucker = 2.8.

d. Smith-Abbau

2 mg Frangulin B entsprechend etwa 5 Mol wur-
den nach der Vorschrift von Viscontini und Mit-
arb. 2" mit Perjodat-Losung abgebaut. PC: Schlei-
(her und Schiill 2043 b/Athyla(etat/Pyrldm/Wasser
4 1). Nachweis von Athylenglycol (Rp 0,52)
und Spuren Glycerin (Ry 0,25) nach Besprithen mit
0.5-prozentiger Natriummetaperjodat-Losung und
0,5-prozentiger Benzidin-Losung 0.
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Frangulin-B-Pentaacetat (6)

200 mg Frangulin-AB-Gemisch mit iiberwiegen-
dem Frangulin-B-Anteil wurden in 3 ml Pyridin ge-
16st, 5 ml Essigsdureanhydrid zugesetzt, iiber Nacht
stehengelassen und anschlieBend !/2h auf 80 °C er-
hitzt. Nach dem Erkalten wurde das Reaktions-
gemisch unter kraftigem Umriihren in 100 ml Eis-
wasser gegossen und nach der tiblichen Methode auf-
gearbeitet. Das Acetylierungsgemisch wurde iber
eine Kieselgelsdule (40 x 3,5cm; Merck 0,05 — 0,2
mm) mit Benzol/Athylacetat (7 :3) getrennt und
aus Methanol umkristallisiert. Kleine, hellgelbe Na-
deln vom Schmelzpunkt 167 —169 °C. [«]D =
—88,6° (¢ = 1,14 in Methanol).

C30H230y4 (612,5)
Ber. C 58,83
Gef. C 59,05

H 4,61,
H 4,50.

DC: Kieselgel/Benzol/Athylacetat (7 :3) Ry 0,45
(Frangulin-A-Pentaacetat Ry 0,52. FD-MS: m/e
~ 612 (MY).

IR (KBr): 1745 (Ester-CO); 1670cm™ ! (Keto-
CO).

NMR, (CDCly) int. TMS: Aglykon (Emodin): 6
7,99 (s, 4-H); 7,79 (d, ] = 2,5Hz, 5-H); 7,20
(s, 2-H); 7,01 (d, ] = 2,5Hz, 7-H); 2,48 (s,
—CHj); 2,41 (s, 1-, 8-0COCH;). Zucker: 5,79
s, 1”H); 5,67 (s, 2"-H); 4,83 (d, ] = 13 Hz),
4,60 (d, ] = 13 Hz), 4,42 (d, ] = 11 Hz), 4,28
(d,J = 11 Hz) 3”-CH,, 4"-CH,; 2,13, 2,11, 2,06
(s, 2-, 3'-; 3”-0COCH,).

Frangulin-B-Permethylither (7)

50mg Frangulin B wurden nach 12-stindigem
Trocknen iiber Diphosphorpentoxid bei 100 °C/
12 Torr in 3 ml N:.N-Dimethylformamid gelost.
Unter Riithren wurden 3 g Silberoxid und 3 ml Me-
thyljodid hinzugefiigt. Nach Zusatz von Sikkon
Fluka wurde unter Lichtabschlufl und kréftigem
Schiitteln 1 Tag methyliert. Nach erneuter Zugabe
von 1g Silberoxid und 1,5ml Methyljodid wurde
einen Tag weiter methyliert. Die nun gelbe Suspen-
sion wurde mit 50 ml Chloroform verdiinnt und
dann nacheinander mit 5 ml Wasser, 5ml 15-pro-
zentiger Natriumthiosulfatlosung, 5 ml 5-prozenti-
ger wilriger Kalilauge und schlieflich mit Wasser
bis zur neutralen Reaktion gewaschen. Die Chloro-
form-Losung wurde abdestilliert und die héher sie-
denden Losungsmittel durch azeotrope Vakuum-

Destillation entfernt. Der olige Riickstand lieferte

chromatographisch einen Hauptflecken.

DC: Kieselgel/Benzol/Athanol (8:2) Ry 0,69 im
UV 360 nm dunkelgriine Fluoreszenz.

Methylzucker

Das Methylierungsprodukt wurde in 5 ml 5-pro-
zentiger methanolischer Salzsdure 5h am RiickfluB3-
kithler hydrolysiert. Nach dem Ausschiitteln mit
Chloroform wurde die wilirige Zuckerlosung mit
Silberoxid oder Dowex 2 (HCO4-Form) neutrali-
siert, filtriert und bei 40 °C azeotrop destilliert, Der
Frangulin-B-Methylzucker wurde durch préparative
DC an selbstgestrichenen Kieselgel-HR-Platten bzw.
gaschromatographisch mit Hilfe des Extracell-Zu-
satzes GC-1 (Fa. Beckman-RJJC Ltd., London) ge-

reinigt.

a. DC: Kieselgel HF/Benzol/Athanol (8 :2), Ani-
linphthalat:  Frangulin-B-Trimethylzucker Ry
0,54 (ockerbraun), 2.3.4-Tri-O-methylrhamnose
(Bezugssubstanz) Ry 0,60 (dunkelbraun).

b. PC: Schleicher und Schiill 2043 b/n-Butanol/
Athanol/Wasser (5 :1:4 Oberphase), Anilin-
phthalat: (Bezugssubstanz: 2.3.4.6-Tetra-O-me-
thylglucose) Frangulin-B-Trimethylzucker Ry
0,94 (ockerbraun) ; 2.3.4-Tri-O-methylrhamnose
Ry 1,02 (graubraun).

c. GC: Packard, Typ 7500 LAC-2R-446 207% auf
Chromosorb WS, 1,8 m x 4 mm, Sédulentempera-
tur 168 °C; Retentionszeit von Frangulin-B-Tri-
methylzucker = 20,4 min, von 2.3.4-Tri-O-me-
thylrhamnose = 18,2 min.

d. ES-MS (70eV, 300 «A, Tonenquelle 170°, Ein-
laB: 45—-150°): m/e (% rel. Intens.) 190
(2); 173 (4); 159 (1); 147 (7); 129 (8);
115 (14); 114 (83); 101 (100); 87 (29);
83 (45); 75 (90); 74 (37); 45 (70).

Methylzuckeralditolacetat

Die Darstellung des Methylzuckeralditolacetates
erfolgte nach einer Vorschrift von Bjorndal und
Mitarb. 2!, GC: ECNSS-M 3% auf Gaschrom Q;
Saulentemperatur 158 “C; Rygiucir. 0,52.

Das Massenspektrum wurde nach gaschromato-
graphischer Reinigung iiber eine Polyphenylither-
0S 138 SCOT-Sédule in einem LKB-Gaschromato-
graph-Massenspektrometer aufgenommen. MS: m/e
(% rel. Intens.) 233 (2); 205 (1); 201 (2); 173
(7); 161 (20); 131 (17); 129 (9); 117 (35);
101 (65); 99 (43); 45 (23); 43 (100).
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Spektralphotometrische Bestimmung der p-Apiose

5 mg Frangulin B (genau gewogen) wurden mit

2ml 0,5N Schwefelsiure 1h bei 100 °C hydroly-
siert, die mit Chloroform vom Aglykon befreite
Zuckerlsung im MeBkolbchen auf 5,0 ml aufgefiillt,

1,0 ml dieser Losung nochmals auf 5,0 ml verdiinnt

und fiir die Bestimmungen

-

10

11

14 yerwendet.
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