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Zusammenfassung—Angosturarinde (von Galipea officinalis, Rutaceae) enthalt zwei labile Bitterstoffe, die
als Hexaacetate kristallin erhalten werden. Bitterstoff 1 besitzt die Struktur eines 3,5-Dihydroxy-5-dthoxy-

2-syringoyl-1 -methy1-4-0-ﬂ-D-glucopyranosyl-cyclopentans Bitterstoff 2 die eines 3,5-Dihydroxy-5-athoxy-
2-vanilloyl-1-methyl-4-O-g-p-glucopyranosyl-cyclopentans.

Abstract—Angosturabark (from Galipae officinalis, Rutaceae) contains two unstable bitter principles, which
are isolated in the form of their crystalline hexaacetates. The structure of the bitter principle 1 has been

shown to be 3,5-Dihydroxy-5-ethoxy-2-syringoyl-1-methyl-4-O-8-p-glucopyranosyl-cyclopentane, the bitter
principle 2 to be 3,5-Dihydroxy-5-ethoxy-2-vanilloyl-1-methyl-4-O-8-D-glucopyranosyl-cyclopentane.

EINLEITUNG

IN ForTFUHRUNG unserer Untersuchungen iiber pflanzliche Bitterstoffe!'? analysierten wir
die im Orinokogebiet einheimische Rutacee Galipea officinalis Hancock. Extrakte ihrer
bitterschmeckenden Rinde (=Angosturarinde) werden seit Ende des 19. Jahrhunderts
Likoren und Toniken zugesetzt. Dem Bitterstoff Angosturin soll nach Beckurts und Neh-
ring® die Summenformel C,H,,05 oder C,;¢H,,0,, zukommen.

ERGEBNISSE

Das bittere Prinzip der Rinde ist vollstindig mit Methanol extrahierbar. Der genuine
Bitterstoff ist labil und in der nativen Form nicht isolierbar. Seine Stabilisierung gelingt
durch Acetylieren. Die acetylierte Substanz kann in zwei kristalline Verbindungen getrennt
werden. Bitterstoff-1-acetat besitzt die Summenformel C;sH,60,,, Bitterstoff-2-acetat
C34H,40,5. Das Verhaltnis der Bitterstoff-1-und-2-acetate betrdgt 7:3. Beide Acetate
enthalten jeweils sechs Acetylgruppen und eine weitere Esterfunktion. Durch Methanolyse
mit wasserfreier methanolischer Salzsdure werden Methyl-a-und -B-D-glucopyranosid
erhalten. Nach Acetylieren der Hydrolyseprodukte wird je eine weitere kristalline Verbind-
ung erhalten. Die IR-Spektren dieser Verbindungen weisen auf Aromaten hin. Nach dem
Massenspektrum liegen acetylierte Phenolcarbonsiuremethylester vor.

Die Fragmentierung der aus Bitterstoff-1-acetat erhaltenen Kristalle folgt nach Abspal-
tung von Keten (aus der Acetylestergruppe) und —OCH; (aus der Methylestergruppe) dem
Zerfall der Syringasdure.* Das 100-MHz-NMR-Spektrum bestétigt die Annahme von
Acetylsyringasduremethylester.

Die Kristalle im acetylierten Hydrolyseprodukt von Bitterstoff-2-acetat werden als
Acetylvanillinsduremethylester identifiziert. Damit ist der in der Summenformel zwischen
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4V, KovACIK, J. SkamLa, D. Joniak und B. KoSIKOVA, Chem. Ber. 102, 1513 (1969).

3205



3206 C. H. Brieskorn und VoLkER BECK

oo 4 133
R 439
— 18l 396
@
50
5 198 22 744
a 57| 198 223 259 84
6 109127) ig; 9 786 M¥
Sl kTt | Rl p sl |ass 57 O
100 200 300 460 560 600 700
m/e
ABB. 1.

beiden Bitterstoffacetaten festgestellte Unterschied durch den Mehrgehalt einer OCH,-
Gruppe bedingt.

Nach den Massenspektren von Bitterstoff-1- (Abb. 1) und- 2-acetat sind Glucose und
Syringasiure bzw. Glucose und Vanillinsdure getrennt an einen instabilen und daher nicht
isolierbaren Muttelteil gebunden. Aus dem Molekiilpeak mfe 786 des Bitterstoff-1-acetats
wird in einer flir peracetylierte Glycoside typischen Fragmentierung®~’ das Tetraacetyl-
glucosyl-oxonium-Jon m/e 331 abgespalten.

Als Agluconpeak entsteht unter Aufnahme eines Wasserstoffradikals das Fragment
m/fe 456. Abspaltung des Acetylsyringasdurerestes fiihrt zum Bruchstiick m/e 547. Analog
verlduft die Fragmentierung des Bitterstoff-2-acetats.

Auskunft iiber die Struktur des instabilen Mittelstiicks vermittelt das entkoppelte 100-
MHz-NMR-Spektrum des Bitterstoff-1-acetats (Abb. 2). Fiinf Acetylgruppen treten bei
2,02-2,12 ppm, eine bei 2,36 ppm auf. Letztere muB sich am phenolischen Hydroxy! be-
finden. Die in beiden Bitterstoffen enthaltene Glucose kann nur mit 4 Acetylgruppen
verestert sein. Eine der fiinf Acetylgruppen muB3 daher dem Mittelteil der Bitterstoffacetate
angehoren. Ein Triplett bei 1,25 ppm (3H, J == 6 Hz), das von den drei Protonen emner
Methylgruppe stammt, wird durch Entkoppeln als CHj;-Baustein einer Athoxygruppe
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festgelegt. Die Methylenprotonen dieser Gruppierung ergeben ein Quartett bei 4,08 ppm.
Eine weitere Methylgruppe erscheint bei 1,22 ppm als Dublett (3H, J = 6,5 Hz). Einstrahlen
der Frequenz dieses Dubletts zeigt, daB das o-C-Atom zur Methylgruppe des Mittelstiickes
(C-1) nur ein Proton besitzt.

Einstrahlen der Frequenz dieses Methinprotons bewirkt das Zusammenfallen eines
Quartetts bei 4,48 ppm (1H, J = 6,5 Hz) zum Dublett. Strahlt man die Frequenz dieses
Quartetts ein, so vereinfacht sich ein weiteres Quartett bei 4,94 ppm (1H, J = 5 Hz) eben-
falls zu einem Dublett. Das Einstrahlen der Frequenz dieses Signals JaBt ein Dublett bei
4,82 ppm (1H, J = 4,5 Hz) zu einem Singulett zusammenfallen. Das Signal des Protons am
C-1’ des Tetraacetylglucoserestes wird durch Entkopplung bei 4,24 ppm (d, 1H, J = 7 Hz)
ermittelt. Die Verschiebung dieses Signals zu so hohem Feld und die Kopplungskonstante
sind fiir eine B-glucosidische Verkniipfung beweisend.5-°

Das NMR-Spektrum von Bitterstoff-2-acetat unterscheidet sich nur in zwei Punkten
von dem des Acetats 1: Die phenolische Acetylgruppe erscheint bei 2,34 ppm (s, 3H) und an
Stelle des Singuletts bei 7,30 ppm (2H) des Bitterstoff-1-acetats erscheint fiir die drei Pro-
tonen der Vanillinsdure ein ABX-System im Bereich von 7,06-7,76 ppm. Die Lage der
Glucose- und Cyclopentanprotonen ist mit der von Bitterstoff-1-acetat identisch.

Fiir das Grundgeriist des Mittelstiickes verbleiben nach Abzug der C-Atome von
Tetraacetylglucose, Acetylsyringasdure bzw. Acetylvanillinséure, der Methyl-, Athoxy-und
der Acetoxygruppe noch 5 C-Atome, die, wie die Entkopplung der vier an diesem Grund-
geriist sitzenden Protonen zeigt, in einem Cyclopentanring angeordnet sind. AuBer der
Athoxy- und der Methylgruppe befinden sich am Cyclopentanring der Bitterstoffacetate
noch eine acetylierte OH- und eine freie OH-Gruppe. Das C-Atom des Cyclopentanringes,
welches in a-Stellung zu dem die Methylgruppe tragenden C-Atom steht (C-5) muBB—wie die
Entkopplung zeigt—vollstindig substituiert sein. Das Vorliegen einer Athoxygruppe wird
chemisch durch Uberfiihren in Athyljodid und dessen gaschromatographischem Nachweis'®
bestitigt.

Die Festlegung der Stellung der Substituenten am Cyclopentangeriist erfolgt durch
Perjodatoxydation. Die unter Stickstoff verseiften Bitterstoffacetate verbrauchen 2,85-3,1
Mol Perjodat. Fiir den Glucopyranoserest werden zwei Mol bendtigt.!! Der Verbrauch
einer dritten Molekel weist auf zwei vicinale Hydroxylgruppen am Cyclopentanring hin.
Folgende Substituentenanordnungen stehen fiir den Cyclopentanring zur Diskussion
(Abb. 3).

Bei Annahme von Ta miiBte die Glykolgruppierung durch Oxydation mit Perjodat den
Dialdehyd Ib ergeben.? Bei Annahme von Ila miifite durch intramolekulare Wasserab-
spaltung das a-Ketol IIb entstehen, welches bei der Oxydation die Aldehydcarbonsure
Ilc ergibe.!® Bei Annahme von IIla miiBte infolge des halbacetalischen Charakters einer
Hydroxylgruppe bei der Oxydation eine Aldehyd- und eine Esterfunktion IIb entstehen,!3

Verseifen des Oxydationsproduktes IIb miiBite die Aldehydcarbonsdure IlIc ergeben,
die keine Athoxygruppierung mehr enthilt. Im verseiften Oxydationsprodukt der Perjodat-
spaltung ist jedoch nach Umsetzung mit Jodwasserstoffsiure eindeutig eine Athoxygruppe

8 R. U. Lemieux und J. D. Stevens, Can. J. Chem. 43, 2059 (1963).
9 J. M. VAN DER VEEN, J. Org. Chem. 28, 564 (1963).
10 1, F, Sporek und M. D. Danvi, Analyt. Chem. 34, 1527 (1962).
11 B JACKSON, Organic Reactions, Vol. I1, S. 341-375, Wiley, New York, 1943.
12 W, FoERST, Neuere Methoden der Priparativen Chemie, Verlag Chemie, Weinheim (1963).
13 A 'S, PERLIN, in Oxydation (edited by R. L. AUGUSTINE), Vol. I, S. 189-212, Marcel Dekker, New York
(1969).
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in Form von Athyljodid gaschromatographisch nachweisbar. IIla scheidet damit als
mogliche Substituentenanordnung aus.

Zwischen Ia und Ila wird auf folgendem Weg unterschieden: Acetylierung des Oxy-
dationsproduktes der Perjodatspaltung liefert eine Verbindung. Die eine nicht acetylierbare
OH-Gruppe enthélt. Wire diese Hydroxylgruppe Teil einer Carboxylfunktion wie bei
Verbindung I1d, so miifite sie sich mit Diazomethan verestern lassen. Dies 1st aber nicht der
Fall. Somit muf} das Substitutionsmuster des Cyclopentanringes Annahme Ia entsprechen.

Sterische Betrachtungen der Dreiding- und Kalottenmodelle sprechen dafiir, daB das
glykolische Hydroxyl an C-3 um acetyherten Bitterstoff den Essigsiurerest triigt, wihrend
der wesentlich mehr Platz beanspruchende Syringasdure bzw. Vanillinsiurerest an C-2
gebunden 1st. Die glycosidische Bindung geht vom Sauerstoff am C-1 der Tetraacetyl-
glucose aus. Sie ist B-glycosidisch mit dem Mittelstiick verbunden, wie das NMR-Spektrum
und der enzymatische Abbau beweisen.

Die Labilitit der genuinen Bitterstoffe muBl in der OH-Gruppe am C-3 des Cyclopentan-
bausteins begriindet sein. Sie ist nach Acetylierung fiir Sekundéirreaktionen nicht mehr
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zuginglich. Durch die erfolgte Acetylierung werden zweifellos auch die Hydroxylgruppen
des Glucoserestes verindert, denn peracetylierte Zucker kommen als Glycosidbausteine
nicht in der Natur vor und teilacetylierte Zucker gehdren zu den Seltenheiten. Das native
Bitterstoffgemisch gibt mit Fe3* eine griine Farbreaktion, was nur eintreten kann, wenn die
phenolische Gruppe unverestert ist. Den genuinen Bitterstoffen 1 und 2 ordnen wir auf
Grund dieser Befunde und Uberlegungen die Strukturens Abb. 4 zii.

EXPERIMENTELLER TEIL
Allgemeine Angaben

Sdmtliche Schmelzpunkte wurden mit einem Kofler-Heiztischmikroskop der Firma Reichert bestimmt.
Sie sind nicht korrigiert. Die Aufnahmen der IR-Spektren erfolgten mit dem IR lo Gerit der Firma Beckman.
Feststoffe wurden in KBr-PreBlingen aufgenommen. Die Zuordnung der Banden erfolgte, wenn nicht anders
angegeben, nach Bellamy'* und den IRSCOT-Tables.!® Die optische Drehung wurde mit dem Kreispolari-
meter 0,05° der Firma Carl Zeiss ermittelt. Die Absorptionsmessungen im UV-Bereich erfolgten mit dem
Spektralphotometer PMQ 2 der Firma Carl Zeiss. Als Lésungsmittel fur diese Messungen dienten ‘Uvasole’
der Firma E. Merck AG. Die 100-MHz-NMR-Spektren wurden mit einem HA-100 Gerit der Firma
Varian aufgenommen. Wenn nicht anders angegeben, nahmen wir die Zuordnung der Signale nach Suhr!®é
vor.

Die massenspektrometrischen Untersuchungen wurden mit dem Gerdt CH 4 der Firma Varian durchge-
fuhrt.

Isolierung der Bitterstoffacetate

10 kg handelsiibliche pulv. Angostura-Rinde werden zunichst mit Petrolither (50-70°) und At,O
erschopfend vorextrahiert, dann mit MeOH extrahiert: 1080 g dunkelbrauner, hygroskopischer Extrakt.
Er wird solange mit H,O mazeriert, bis der Ruckstand nicht mehr bitter schmeckt. Durch Gefriertrocknung
werden aus dem H,O-extrakt 425 g erhalten. Mittels Ac,O-Pyridin wird er in ublicher Weise acetyhert.
Nach dem Ausschuitteln mit CHCl;: 272 g Acetylierungsprodukt. Es wird tiber 4000 g Kieselgel (0,2-0,5 mm)
mit wechselnden Mengen Petrolither/Aceton eluiert. Bei einem Mischungsverhiltnis 1:1 werden die
Bitterstoffacetate heruntergelost. Thre Trennung erfolgt schichtchromatographisch auf luftgetrocknetem
Kieselgel HF 254 (Merck). Pro Platte (20 x 40 cm) werden 10 mg Bitterstoffacetatgemisch aufgetragen.
Entwicklung (5 x) mit Petrolather—-CHCl;-IsoPrOH 80:15:5. Das ausgekratzte Kieselgel wird mit CHCI;

14 1., J. BELLAMY, Ultrarotspektrum und chem. Konstitution, Darmstadt, Steinkopff-Verlag (1966).

15 R. G. J. MiLLER und H. WiLLIS, JRSCOT-Tables, Heyden, London (1963).

16 . SUHR, Anwendung der kernmagnetischen Resonanz in der orgamschen Chemie, Springer-Verlag, Berlin,
Heidelberg, New York (1965).
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extrahiert. Nach Abdestillieren des CHCl; und Umbkristallisieren aus AtOH erhilt man 37 mg Bitterstoff-; -
acetat, 11 mg Bitterstoff-2-acetat und 462 mg Bitterstoff-L-acetat + -2-acetat = 3.

Bitterstoff-1-acetat: Farblose Kristallnadeln vom Schmp :208-211°, [a]29: —10,1 (¢ = 0,988 in CHCl,).
Gew. (C33H,6020 (786,7) Ber. C: 53,43; H: 5,89; CH,CO: 32,84: Gef. C: 53,23; H: 5,97; CH,CO: 31,59%
Mol.-786 (massenspektrometr.)). IR (in KBr): 3450 1600, 1495, 1460, 1410, 1365 1335, 1205-1240, 1165,
1130, 1110, 1030-1045, 925, 750/cm. AEQH (nm): 212, 252, 295 (log « 4,67, 4,03, 3,73).

Rittarctaff. ) aratats Farhl~ca Vr-n‘-r\‘]v-r\/'alv\ vam Qohmam o 1Q1_124° . H 0N {7856 N
LIRCTSI01~2~aCCTa L. raro108C ATiSiaunadlinni VO SCIIMiP. . 101—109 . (340044 Vg 1/50,/)

1 5,86: Gef. C: 53,78; H: 5,60%. Mol.-Gew. 756 (massenspektrometr.)). IR (in KBr):wiebeli,nur andere
Intensxtaten AEtOH (nmy): 212, 247, 290 (log € 4,38, 3,95, 3,68).

max

RNar 1+ 82 Q8.
L. .

Verseifungsiquivalent

11,5 mg g werden mit 20 ml 0,1 » alkohol 3 Stdn. unter RuckfluB auf 100° erhitzt. Nach dem Erkalten
wird mit H,O verdunnt und ein Verbrauch von 6,95 bzw. 7,1 Moliquivv. KOH ermuttelt.

Abspaltung und Nachweis der Glucose

(a) Hydrolyse mit 2-n HCI. 10,0 mg 3 werden mit einer Mischung aus 10 ml AtOH und 10,0 ml 4-n HCI
12 Stdn. unter RiickfluB} auf 100° erhutzt. Nach dem Trocknen (unter Einblasen von Stickstoff) verbleiben
6,5 mg brauner Lack.

(b) Hydrolyse mit methanol. HCI. 300,0 mg 3 bleiben in 50 m! 5 methanol. HC1 2 Mon. stehen. Uber
einem basischen Austauscher wurde die Losung neutralisiert und zur Trockne emngeengt: 210 mg brauner
Sirup.

(¢) Enzymatische Hydrolyse. 10,0 mg 3 in 10 ml Wasser werden mit 10 mg 8-Glucosidase Rothund 10,0 mg
Lipase versetzt, mit Toluol uberschichtet und 14 Tage bei 35° unter haufigem Umschiitteln stehengelassen.

Nachweis: Bei (2) und (c) papierchromatographisch, absteigend im Durchlaufverfahren an Papier
(Macherey u. Nagel) 261. Die Oberphase von AtOAc-Pyridin~-H,0 (2:1:2) dient als FlieBmuttel, die Unter-
phase zur Kammersdttigung. Laufzeit 36 Stdn., Laufstrecke 26,5 cm. Detektion mit Anilinphthalat-Losung,
20 Min. bei 105°.

Bei (b) wird nach Silylierung mit Hexamethyldisilazan und Trimethylchlorsilan gaschromatographiert.*?
(Sdule SE 52/5%, Perkin-Elmer F 6; Tempp.: Emspritzblock 220°, Detektor 270°, Ofen 150°; Tragergas N;).
Die Identifizierung erfolgte mit authentischen Methylglucosiden nach vorausgegangener Silylierung.

Nachweis der Syringaséiure

180 mg des bei der Behandlung von 3 mit methanol. HCI erhaltenen Sirups werden bei Raumtemperatur
mit Ac,O-Pyridin 48 Stdn. acetyliert. Nach dem Ausschiitteln mit CHCI; verbleiben 223 mg gelber Lack.
220 mg werden iiber 6,5 g Kieselgel mit CHCl; chromatographiert. Neben 82 mg 1-a- und -8-O-Methyl-
2.3.4.6-tetra-O-acetyl-D-glucopyranosid werden 18 mg Gemisch aus Acetylvanillinsauremethylester und
Acetylsyringasiuremethylester sowie 33 mg Acetylsyringasduremethylester erhalten.

Acetylsyringasauremethylester: Farblose Kristalle vom Schmp. 130-131° (Lit. Schmp.'®: 131,5°),
Mol.-Gew. 254 (massenspektrometrisch). IR (in KBr): 3090, 3010, 2950, 2840, 1770, 1720, 1600, 1500,
1470, 1435, 1415, 1345, 1250, 1195, 1175, 1130, 1000, 995, 775, 770/cm. AEOH (nm): 212, 256, 294 (log € 4,68,
4,11, 3,54). NMR (in CDCl3,): 2,33 (s, 3 H, Acetyl-CH3); 3,86 (s, 6 H, 3-OCH; und 5-OCHj3;); 3,90 (s, 3 H,
Ester-CH,); 7,32 (s, 2 H, 2-H und 6-H).

Weitere Identifizierung durch Gaschromatographie mut authentischer Substanz (SE 30/39%;, Varian
Acrograph 1522; Tempp.: Einspritzblock und Detektor 280°, Ofen 250°; Tragergas N,).

Nachweis der Vamllinsaure

Im Hydrolysat mit 2-n HCI 148t sich dinnschichtchromatographisch (SiO,; Benzol-Eisessig~-MeOH
45:4:8) neben Syringasdure (R, 0,37) Vanillinsdure (R, 0,39) nachweisen (UV dunkler Fleck). Im
acetylierten Hydrolysat mut methanol. HCI laBt sich gaschromatographisch entsprechend den o.g.
Bedingungen Acetylvanillinsduremethylester nachweisen. (Vergleich mit authentischer Substanz).

Nachwers der Substituenten am Cyclopentanring

(@) Athoxygruppe. 10 mg 1 werden mit 2 ml 57 % iger. Jodwasserstoffsaure 20 Mm. unter RuckfluB erhutzt.
Nach Abkuhlen fugt man 10 m! H,O und 2 ml CCl, hinzu, trennt die organische Phase ab und trocknet
(Na,S0.,). AtJ wird gaschromatographisch durch Vergleich mit authentischer Substanz bestimmt (Sdule
SE 52/59%, Perkin—-Elmer F 6; Tempp.: Einspritzblock und Detektor 50°, Ofen 30°, Tragergas N;).

17 G. WuULF¥, J. Chromatogr., Amsterdam 18, 285 (1965).
18 M. T. BoGerT und B. B CoynE, J. Am. Chem. Soc. 51, 572 (1929).
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(b) Perjodatspaltung. 37,3 mg 3 werden mit 50 ml 0,1-» KOH unter N, 5 Tage bei 40° verseift. Nach
Neutralisation mit 0,1-n HCI und Verdiinnen mit 50 ml H,O werden 50 ml 0,1 #-NaJO, zugegeben und 12
Stdn. stehengelassen. Aus dem gefnergetrockneten Reaktionsansatz werden mit CHCl; 7,9 mg Syrmga— und
Vanillinsdure und mit absolut. AtOH 6,8 mg Oxydationsprodukte extrahiert. Letztere ergeben im DCh
(Si0,, Athanol) 2 Flecken; Detektion mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin bei 105°. IR (in KBr): 3400, 2940,
2900, 2840, 1720, 1580, 1440, 1390, 1260, 1110, 1060, 780/cm.

6 mg Oxydationsprodukt ergeben nach 24 stiindigem Stehen bei Raumtemperatur mit 0,5 ml Ac,O und
0,5 ml Pyridin und Ausschutteln mit CHCI; 4,6 mg Acetylderivat. Im DCh (SiO,, Athanol-Chloroform
8:2) 2 Flecken; Detektion mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin bei 105°. IR (in XBr): 3400, 2940, 2905, 2840,
1720-1710, 1590, 1400, 1340, 1200, 1010/cm.

(¢) Perjodatverbrauch. 11,6 mg 3 werden wie bei (b) verseift. Nach dem Neutralisieren versetzt man mit
10 ml 0,1-n NaJO,, 148t 2 Stdn. stehen und gibt 1 g KHCO3, 25 ml 0,1-n Na3;AsO; und 0,5 g KJ zu. Nach
15 Min. zeigt die Titration mit 0,1-n J, und Stérke als Indikator einen Verbrauch von 2,85 bzw. 3,1 Moldquivv.
NalO, an.
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