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Cyanogenic Glycoside, Rosaceae-Spiraeoidea, Sarbaria arborea, 2-£-p-Glucopyranosyloxy-4-p-hydroxy-
benzoyloxy-3-methylenbutyronitrile, Cardiospermin-p-hydroxybenzoate

A new cyanogenic glycoside was isolated from Sorbaria arborea 1. (Rosaceae) and identified
as 2-f-p-glucopyranosyloxy-4-p-hydroxybenzoyloxy-3-methylenbutyronitrile (cardiospermin-p-hydroxy-
benzoate) mainly by 'H-NMR-spectroscopy. The new glycoside is atypical for this family known for

its mandelonitrileglycosides.

Innerhalb der artenreichen Familie der Rosaceae
tritt das Merkmal der Cyanogenese hiufig und in
allen Unterfamilien auf!. Als cyanogene Verbindun-
gen wurden immer wieder die Benzaldehydcyan-
hydringlykoside Prunasin und Amygdalin gefun-
den '3, wobei Prunasin in den generativen und ve-
getativen Teilen, Amygdalin dagegen nur in den
generativen Teilen (Frucht) vorkommt!™3. Pruna-
sin und besonders Amygdalin werden deshalb als
typische Cyanglykoside der Rosaceen betrachtet. In-
nerhalb der Unterfamilie der Spiraeoideae dagegen,
die ebenfalls cyanogene Arten enthilt* 8, konnte
Benzaldehyd als Abbauprodukt der Benzaldehyd-
cyanhydringlykoside nicht nachgewiesen werden 8.
Es wurde deshalb vermutet, dal hier andere cyano-
gene Verbindungen als Prunasin oder Amygdalin
vorliegen 1:8. Die Klarung der Struktur dieser
Cyanogene, zunichst aus Sorbaria arborea L., ist
das Ziel der vorliegenden Arbeit.

Material und Methoden

Untersuchungsmaterial: Die im September 1975
gesammelten entstielten Fiederblatter wurden sofort
unter fliissigem Stickstoff eingefroren, pulverisiert,
gefriergetrocknet und bei — 20 °C gelagert.

Isolierung: 40 g Trockenpulver wurden 3 h mit
Petrolather extrahiert und die Petrolatherphase ver-
worfen. AnschlieBend wurde 12h mit Athylacetat
extrahiert, der Extrakt (Gehalt an enzymatisch ab-
spaltbarer HCN ca. 0,1% entspr. 1,5% Glucosid)
zur Trockne eingeengt und in 100 ml Wasser suspen-
diert, zentrifugiert und der Uberstand iiber eine mit
90 g Polyamid trocken eingefiillte Sdule gegeben. Es
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wurde zunachst mit 200 ml Wasser, anschlieend mit
250 ml Methanol/Wasser 1:1 eluiert. Diese Fraktion
wurde getrocknet, aus Methanol auf wenig Kieselgel
(Merck) aufgezogen und an 350 g Kieselgel (Merck)
mit Athylacetat-Wasser-Essigsdure 98:1:0,5 chroma-
tographiert. Die dc durch Fluoreszenzloschung bei
254 nm ermittelten positiven Fraktionen (ml 1300 —
4200) wurden erneut getrocknet, aus Methanol auf
wenig Kieselgel aufgezogen und nocheinmal an
150 g Kieselgel (Merck) mit Athylacetat-Methanol-
Essigsdure 99:1:0,1 chromatographiert. Die positi-
ven Fraktionen wurden getrocknet (ml 900 —2100),
in wenig Wasser aufgenommen, iiber wenig Aktiv-
kohle klar filtriert und das wiBrige Filtrat lyophili-
siert. Ausbeute 410 mg, ca. 1% bezogen auf das
Trockenpulver.

Hydrolysen: sauer: 2 mg Glykosid werden in 1 m}
1N HCI 1h bei 100 °C hydrolysiert. Der Ansatz
wird lyophilisiert und in 1 ml Methanol aufgenom-
men.

Enzymatisch: 2 mg Glykosid werden 10 min, 30
min, 1 h oder 12 h bei pH 6 (Citratpuffer) oder in
reinem Wasser mit 0,1 mg f-Glucosidase (Serva
22830) hydrolysiert. Der Ansatz wird lyophilisiert
und in 1 ml Methanol aufgenommen.

Sauer katalysierte Umesterung: 10 mg Glykosid
werden 3 h in 4 ml 0,03 N schwefelsaurem Methanol
am RiickfluBl gekocht. Der Ansatz wird direkt zur dc
verwendet. Fiir die GC wird 1 ml getrocknet und mit
Trisil (Serva) silyliert.

Derivatisierungen: Die Herstellung der TMS-
Ather fiir die GC erfolgte nach?’, fiir die NMR-
Spektroskopie nach!!. Fir das Peracetat wurden
50 mg Glykosid in 1 ml Pyridin und 1 ml Acetanhy-
drid gelost, 24 h belassen, am Hochvakuum getrock-
net und mehrmals aus Methanol umkristallisiert:
Schmelzpunkt (korr.) 137 — 138 °C.

UV-Spektren: Glykosid in Methanol: Ap,,: 257
nm, £¢=17500; + Natriummethylat: Zp,: 298 nm,
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£=21500; Peracetat in Methanol: Z,,.: 235 nm,
£ =22000.

IR-Spektrum: KBr-Prefiling. 3300 —3500 (s),
2900 (m), 1690 (s), 1600 (s), 1510 (m), 1440
(s), 1360 (s), 1270 (s), 1160 (s), 1000 —1100
(s), 900 (w), 850 (m), 770 (m), 700 (w) cm™ 1.

60 MHz*NMR-Spekiren: (TMS als innerer Stan-
dard, 0-Skala).

a. Glykosid in Aceton-dg: 3 — 3,8 ppm (Multipletts,
10H, Glucose); 4,65 ppm (Duplett, 1H, anome-
res Glucoseproton, J/=7Hz, f-konf.); 4,9 ppm
(Singulett, 2H, —CH,0-CO-); 5,65 ppm
(Singulett, 2H, geminale Athylenprotonen) ; 5,55
ppm (Singulett, 1H, Cyanhydrinproton); 6,85
ppm (Duplett, 2H, m-H am Aromaten, /=9 Hz);
7.9 ppm (Duplett, 2H, o-H am Aromaten, J=
9 Hz).

b. TMS-Glykosid in CCly: 3,2 —3,85 ppm (Multi-
pletts, 6H, Glucose); 4,58 ppm (Duplett, 1H,
anomeres Glucoseproton, J=7 Hz, pf-konf.);
4,92 ppm (breites Singulett, 2H, — CH,0 —
CO—-); 5,37ppm (Singulett, 1H, Cyanhydrin-
proton) ; 5,67 und 5,85 ppm (je ein breites Sin-
gulett, je 1H, geminale Athylenprotonen); 6,88
ppm (Duplett, 2H, arom. H in m-Position, J =
9 Hz); 8,02 ppm (Duplett, 2H, arom. H in o-Po-
sition, / =9 Hz).

c. Peracetat in CDCly: 2,0 ppm (scharfes Multiplett,
12H, Glucoseacetyl) ; 2,35 ppm (Singulett, 3H
phenolisches Acetyl) ; 4,2 ppm (Multiplett, 2H) ;
4,9 — 5,4 ppm (Multipletts, 7H; 5,65 ppm (brei-
tes Singulett, 1H); 5,75 ppm (breites Singulett,
1H); 7,25 ppm (Dublett, 2H); 8,15 ppm (Du-
plett, 2H).

Elementaranalyse :
Gef.: C 54,08 H 5,39 N 2,90,
Ber.: C 54,68 H 5,35 N 3,54.

Molekulargewichtsbestimmung : Dampfdruckosmo-
meter (Perkin-Elmer 115), in Methanol; gef.: 397,
theor.: 395,4.

Spezifische Drehung: Perkin-Elmer 141 Polari-
meter, [a]B": — 39,33, Losungsmittel: Wasser, ¢ =
2,612.

DC-Systeme:

a. DC-Alufolie-Merck, Athylacetat-Methanol-Wasser-
Essigsdure, 80:8:2:1 (Sorbaria-CN-Glucosid, p-
OH-Benzoesaure).

b. DC-Alufolie-Merck, Benzo]-Athylacetat-Aceton-
Essigsdure, 70:20:5:0,5 (cyanogenes Aglykon,
p-OH-Benzoesdure, p-OH-Benzoesaureester).

c. DC-Alufolie-Merck, Athylacetat-Methanol-Wasser-
Essigsaure, 80:10:2:0,1 (Cardiospermin, p-OH-
Benzoesaure).

d. Glucose nach Wiehle u. Horak 4.

Detektion: UV, , Feigl-Anger-Test 13, Anisaldehyd-

Schwefelsaure.

GC-Analysen: Glucose nach Reduktion zum ent-
sprechenden Hexit und Peracetylierung nach Bjorn-
dahl et al. 22. Sorbaria-CN-Glucosid als TMS-Ather 20
an OV-17, 3% auf Chromosorb AW-DMCS 80 — 100
mesh, 1,80mx2mm iD., Glas, 250—260 °C,
1 °C/min; Trigergas Ny, 25ml/min; tp =24 min.
Cardiospermin nach Hiibel u. Nahrstedt !> an OV-1
und OV-225.

Quantitative Bestimmungen:

a. Glucose: 0,6 mg Sorbaria-CN-Glucosid werden in
2,5 ml Methanol-Schwefelsdure 20-prozentig 1:1
am Riickflul 3 h gekocht, auf 5 ml aufgefiillt und
Glucose nach der Anthron-Methode (z.B. 23)
photometrisch gegen eine Eichkurve bestimmt.

b. Blausdure: 0,5 mg Glucosid werden in 0,3 ml
Wasser und 3 Tropfen Citratpuffer pH 6 gelost
und unter Zugabe von 3 x 0,5 mg f-Glucosidase
(Serva 22830) in Abstinden von 90 min bei
42 °C hydrolysiert. HCN wird in einer Vorlage
von 1 N NaOH aufgefangen und nach Nahrstedt 2
photometrisch bestimmt.

Ergebnisse

Das Untersuchungsmaterial stammt aus dem Bota-
nischen Garten der Universitat Freiburg. Die im Sep-
tember gesammelten entstielten Fiederblatter enthiel-
ten in Ubereinstimmung mit Plouvier8 ca. 0,1%
enzymatisch abspaltbare Blausdure in der Trocken-
substanz. Ge-Untersuchung der methanolischen Ex-
trakte nach Nahrstedt % 1% ergaben, dall von Phenyl-
alanin ableitbare aromatische Cyanglykoside wie
Prunasin, Sambunigrin, Amygdalin, Holocalin und
Zierin nicht nachweisbar sind. Das Sorbaria-CN-
Glykosid ist mit A'thylacetat quantitativ extrahierbar,
wird an Polyamid aus walriger Losung adsorbiert
und ist von Polyamid mit Wasser-Methanol 1:1
quantitativ eluierbar. Diese Eigenschaften wurden
zur Vorreinigung des Athylacetat-Extraktes genutzt;
eine folgende zweimalige Chromatographie an Kie-
selgel ergab nach Lyophilisation schliellich ein wei-
Bes, nicht hygroskopisches Pulver, das dc und gc
einheitlich und ohne nachweisbare Verunreinigun-
gen vorliegt.

Das UV-Spektrum des Glykosides in Methanol
zeigt ein scharfes Maximum bei 257 nm (¢ = 17500);
auf Zusatz von Natriummethylat erfolgt eine batho-
chrome Verschiebung um 42 nm nach 298 nm (&=
21500), die bei Ansduerung reversibel ist (Hinweis
auf ein freies phenolisches Hydroxyl 11). Metallionen
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als Komplexbildner zeigen keinen Effekt auf die
Lage des Maximums. Im IR-Spektrum fehlt eine Ni-
trilbande im Bereich von 2200 bis 2250 cm™! (Hin-
weis aus ein a,f-gesittigtes, oxygeniertes Nitril 12) ;
eine starke, breite Absorptionsbande bei 1690 cm™1!
deutet auf eine Estergruppierung, scharfe Banden
bei 700, 770 und 850 cm™! auf einen Aromaten.
Das Molekulargewicht wurde osmometrisch zu 397,
durch Felddesorptions-MS zu 395 (M+H=396)
bestimmt; die darauf bezogene Elementaranalyse er-
gibt eine Bruttoformel von C;gH,,O¢N. Die spezifi-
sche optische Drehung des Glykosides in Wasser
liegt bei — 39,3°.

Hydrolyse in HCI liefert als faBlbare Produkte
Glucose (dc, gc), Blausdure (Feigl-Anger-Test %)
und p-Hydroxybenzoesaure (dc, ge, UV). Auch g-
Glucosidase (Serva, reinst) ergibt dieselben Abbau-
produkte; der Glucosylrest sollte danach unsubsti-
tuiert sein. Die enzymatische Hydrolyse liefert bei
kurzer Hydrolysezeit (10 bis 60 min) als Zwischen-
produkte ein cyanogenes Aglykon (Hinweis auf eine
Cyanhydrinstruktur) und einen noch unbekannten,
nicht bestidndigen p-Hydroxybenzoesdureester (dc).
Vollstindige saure und enzymatische Hydrolyse er-
geben HCN und Glucose im molaren Verhiltnis von
L.

Die Zahl der freien Hydroxylgruppen wird besta-
tigt durch das *H-NMR-Spekirum des peracetylier-
ten Glucosides. Danach liegen insgesamt fiinf acety-
lierbare Hydroxylgruppen vor, vier davon am Zuk-
ker (schmales Multiplett bei 6 = 2,0 ppm, 12 Proto-
nen), eine am Aromaten (Singulett bei 6=2,35
ppm, 3 Protonen). Die Integration dieser Signale
belegt zudem, daBl auch Glucose und der Aromat
im molaren Verhiltnis von 1:1 im Molekil vor-
liegen.
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Die bisherigen Befunde weisen auf ein Cyan-
glucosid, dessen Aglykon mit p-Hydroxybenzoe-
sdure verestert ist. Der nach Abzug des p-Hydroxy-
benzoyl- (C;H;0,) und des Glucosylrestes (CgHy;05)
von der Bruttoformel verbleibende Teil des unsubsti-
tuierten Aglykon ergibt C;H;0,CN.

Das 'H-NMR-Spektrum des trimethylsilylierten
Glucosides zeigt bei 3,2—3,7ppm (J-Skala, TMS
als innerer Standard) ein vier Protonen entsprechen-
des Multiplett der C,— Cs-Protonen der Glucose.
Bei 3,85 ppm treten beide Cg4-Protonen der Glucose
als Duplett in Resonanz, bei 4,58 ppm das Duplett
des anomeren Glucoseprotons, dessen Kopplungs-
konstante von 7 Hz f-Konfiguration der glykosidi-
schen Bindung belegt. Je zwei Multipletts bei 8,02
und 6,88 ppm (jeweils 2 Protonen) resultieren aus
dem AA’BB’-System des p-substituierten Aromaten.

Der Rest des Spektrums zeigt auffallende Ahn-
lichkeit mit denjenigen des u. a. in Sapindaceen vor-
kommenden Fettsaurediesters (2) 1618 sowie des
Monoglucosides (1) 1416 des 2.4-Dihydroxy-3-me-
thylenbutyronitrils und belegt damit in Verbindung
mit den Daten des IR-Spektrums, der enzymatischen
und sauren Hydrolyse sowie des Molekulargewichtes
und der Bruttoformel Struktur 3 fiir das Cyanglu-
cosid aus Sorbaria arborea (Tab.I). Ein breites
Singulett bei 4,92 ppm (2 Protonen) weist auf eine
veresterte primare allylische Alkoholgruppe. Bei
5,37ppm (1 Proton) erscheint das Singulett des
Methinprotons der Cyanhydringruppe in guter Uber-
einstimmung mit Cardiospermin (5,51 ppm), Aca-
cipetalin (5,29 ppm) und den (R)-konfigurierten
Benzaldehydcyanhydringlykosiden Amygdalin (5,46
ppm), Lucumin (5,44 ppm), Prunasin (5,43 ppm),
Holocalin (5,37 ppm) und Taxiphyllin (5,36 ppm)1S.
Zwei breite Singuletts bei 5,67 und 5,85 ppm (je-

Tab. I. Chemische Verschiebung (d-Skala) in ppm der Protonen des Grundkérpers von 1 (nach %) und 2 (nach ¥) im
Vergleich zum Sorbaria-CN-Glucosid (1 und 3 als TMS-Ather in CCl,, 2 in CDCly).

Hy
Rl 0—) CcN
2
HS 0-R?
H
Rt R2 H, 2XH, 2XH;
1 Cardiospermin 4 18 H Glucosyl- 5,51 4,13 5,11 5,39
2 Cyanolipid Typ 118 Ci6—Cso Ci6—Cyp 5,94 4,63 5,50 5,66
Acyl Acyl
3 Sorbaria-CN-glucosid p-Hydroxy- Glucosyl 5,37 4,92 5,67 5,85

benzoyl
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weils 1 Proton) reprisentieren die geminalen Proto-
nen einer disubstituierten Athylengruppierung. Beide
Protonen erscheinen im Vergleich zum Cyanolipid
Typ I (Tab. I) bei tieferem Feld, offensichtlich auf
Grund eines Anisotropieeffektes des in der Nihe
stehenden Aromaten. Im Spektrum des underivati-
sierten Glucosides in Aceton-dg fallen diese beiden
Signale bei 5,65 ppm in eines zusammen.

Diskussion

3 ist der p-Hydroxybenzoesidureester des kiirzlich
in den Sapindaceen Cardiospermum hirsutum '* und
Heterodendron oleaefolium'® gefundenen Cardio-
spermins. Sauer katalysierte Umesterung in Metha-
nol von 3 liefert neben weiteren Abbauprodukten
erwartungsgemif} p-Hydroxybenzoesduremethylester
und ein cyanogenes Glykosid, welches dc und gc an
zwei Trennphasen mit Cardiospermin aus?!® iden-
tisch ist. Fiir das chirale Zentrum im Aglykon von
Cardiospermin wird auf Grund der Lage des anome-
ren Glucoseprotons im 'H-NMR im Vergleich zu
den (R)-konfigurierten Linamarin und Lotaustralin
ebenfalls (R)-Konfiguration angenommen 6. Dem-
entsprechend besitzt vermutlich auch 3 (R)-Konfigu-
ration am C,; diese Frage ist jedoch erst dann ab-
schlieBend zu kldren, wenn das entsprechende (S)-
konfigurierte Epimere zugénglich ist.

3 weicht als Ester vom tiblichen Bauprinzip cyano-
gener Glykoside ab. Zwar sind einige Cyanglykoside
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mit acylierbarer Hydroxylgruppe bekannt (Gynocar-
din, Barterin, Dhurrin, Taxiphyllin, Holocalin, Zie-
rin (z.B.10)), entsprechende Ester wurden jedoch
nicht gefunden. Beim einzigen bislang bekannten
Cyanglykosid-Ester, dem Triglochininmonomethyl-
ester 19, stellt das Cyanglykosid selbst die Saurekom-
ponente.

3 unterscheidet sich wesentlich vom biogenetisch
von Phenylalanin abgeleiteten Cyanglykosid-Typus
der Rosaceen. Derartige Nitrile wurden bisher als
Glucoside in den Sapindaceen % und Mimosaceen 17,
als Lipide in Sapindaceen® und Boraginaceen '8
nachgewiesen. Fiir ihre Biogenese wird Leucin als
Vorstufe angenommen und ist in je einem Fall fir
Glykoside und Lipide experimentell belegt!”. Wei-
tere Untersuchungen sollen kldren, wieweit 3 bei den
Spiriaeoideae und bei Triben der Rosoideae 8, deren
Cyanogenese ebenfalls unbekannt blieb, verbreitet
ist, und damit einen Beitrag zur Lésung taxonomi-
scher Probleme bei den Rosaceen leistet.
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