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Zusammenfassung—C-Glukosyl-Verbindungen aromatischer Aglykone zerfallen unter Elektronen-
beschuss durch primiire Spaltungen im Glukoserest. Aus der Art der dabei gebildeten Fragmentionen
lassen sich Riickschliisse auf die Verkniipfungsstelle zwischen Zucker und Aglykon ziehen. Ist der Zucker
Substituent eines aromatischen Rings, dann beeinflussen dessen weitere Substituenten die Fragmentierung
in charakteristischer Weise. Dadurch kénnen beispielsweise C-6- und C-8-Glukosylflavone unterschieden
werden. Die isomeren O-Glukoside zerfallen unter Eliminierung des Zuckers und zeigen praktisch nur
das Massenspektrum des Aglykons.

Abstract —Under electron impact C-glucosyl compounds of aromatic aglycones show initial fragmentation
of the glucose moiety. The type of fragment ions formed under these conditions indicates the position of
the linkage between the sugar and the aglycone. When the sugar is bound to an aromatic ring, the other
substituents influence the fragmentation in a characteristic manner. Thus for example one can distinguish
between C-6- and C-8-glucosyl flavones. On the other hand the isomeric O-glucosides eliminate the sugar
moiety and give only the mass spectra of the aglycones.

BE1 der Strukturaufkldrung organischer Naturstoffe hat sich die Massenspektrometrie
immer dann als besonders hilfreich und wertvoll erwiesen, wenn diese Verbindungen
leicht fragmentierende aliphatische oder alicyclische Gruppen mit ladungsstabili-
sierenden aromatischen oder hetero-aromatischen Ringsystemen im gleichen
Molekiil vereinigen.! Aus dem beobachteten schrittweisen Zerfall liessen sich nicht
allein bestimmte Teile der betreffenden Verbindungen erkennen, sondern vielfach
weitgehende Aussagen iiber ihre Struktur ableiten. Der ausserordentlich geringe
Substanzbedarf zur Aufnahme auch von hochaufgelésten Massenspektren kommt
den haufig grossen Schwierigkeiten bei der Isolierung grosserer Substanzmengen aus
natiirlichen Quellen in idealer Weise entgegen, wenn man erwarten kann, dass diese
Verbindungen einer solchen Untersuchung unmittelbar und ohne vorherige Deriva-
tisierung zuginglich sind. Die Darstellung von Derivaten ist besonders bei Verbin-
dungen unbekannter Struktur mit einem grosseren Substanzaufwand verbunden
und birgt stets das Risiko von Stoffgemischen in sich. Lediglich die O-Trimethylsilyl-
derivat bilden hier eine gewisse Ausnahme, da sie hiufig auf sehr mildem Wege
zuginglich sind,? und vielfach die Trennung und Reinigung mit Hilfe der Gas-
chromatographie ermdéglichen. Thre Verwendung zur massenspektrometrischen
Molekulargewichtsbestimmung bei Polyhydroxyverbindungen wurde schon vor
lingerer Zeit beschrieben.?

Zu dieser Gruppe von eingangs genannten Verbindungen zihlen auch die Glyko-
side aromatischer oder hetero-aromatischer Aglykone. Wihrend freie O-Glykoside
bislang nur in wenigen Fillen untersucht wurden,* * fithrten hochauflésende Unter-
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suchungen von N-Glykosiden zur vollstindigen Strukturaufklirung unbekannter

1.6 7 : 8,9 A Nam tuliaet
Nukleoside® und Antibictica.’ Permethylierte®® und vorallem peracetylierte

O-Glykoside'®!* wurden von verschiedenen Seiten intensiv bearbeitet.
Demgegeniiber wurden nach unserem Wissen C-Glykosylverbindungen bishet
weder in freier noch in geschiitzter Form massenspektrometrisch untersucht. Die
Zahl der isolierten und aufgeklarten, natiirlichen C-Glykoside ist in den letzten Jahren
stindig angestiegen.!>'¢ Ihre Strukturaufklirung auf chemischen und spektros-
kopischen Wege erfordert jedoch eine relativ grosse Substanzmenge, da oft schon die
sichere Unterscheidung von C- und O-Glykosiden Schwierigkeiten bereiten kann.!5®
Bei der sauren Spaltung flavonoider C-Glukosylverbindungen kann dariiber hinaus
Isomerisierung eintreten.!”*'® Wie im folgenden noch gezeigt wird, lassen sich
C-Glukosylverbindungen massenspektrometrisch unmittelbar analysieren und von
den isomeren O-Glukosiden sicher unterscheiden. Schon an dieser Stelle soll jedoch
darauf hingewiesen werden, dass in der vorliegenden Arbeit nur natiirliche C-Gluko-
side untersucht wurden, bei denen die Glukose stets in der Pyranoseform vorlag.

I: Ry =-Glukosyl; R;=OH R, = H; R,=0OH
1=0H; R;=H;
II: R, =-Glukosyl; R,=OH; Ry=H; R,=0OH
R;=OH; 3=0H
III: Ry =-Glukosyl; R,=OH; R;=H; R,=OH
R} =OH; 3=0CH,
IV:R,=H; R,=0H; R3=-Glukosyl; R =OH
=OH; R;=H
V:R;=H; R,=0CH,; R;=-Glukosyl;, R, =OH
1=0H; 5=H
VI:R,=H; R, =0CH;; Ry=-Glukosyl; R =OH
R;=OH; R;=0OH
IX: Ry =-Glukosyl; R,;=O0OCHj; R;=H; R,=0OCH,
=O0OCH,; 2=H
X:R,=-Glukosyl; R,;=0CH,; R,=H; R,=O0CH,
R} =0CH;; R;=0CH,
XI:R;=H; R,=0OH; R;=H; R,=OH
R} =OH; R;=H
XIII:R,=H; R, =0-Glukosyl; R;=H; R,=OH
R;=OH; R;=H
XIV:R,=H; R, =0-Glukosyl; R;=H; R,=OH
=OH; 5=0H
o R,
e
. (o]
VII: R, =0H; Rz—-GlukosyI R,=0H; R, = OH; R, = OH

XII:R,=0H; R, =-Glukosyl; R,=0CH,;; R =OCH;; R;=O0CH,
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Auf grund ihres massenspektrometrischen Verhaltens sollen die hier untersuchten
C-Glukosylverbindungen in zwei Gruppen unterteilt werden. Die erste Gruppe
umschliesst mit Vitexin (I),'? Orientin (II),'° Scoparin (III),2° Saponaretin (Isovitexin)
(IV),!” Swertisin (V),2! Swertiajaponin (VI)?>! und Mangiferin (VII)?? Verbindungen,
bei denen die Glukose C-Substituent eines aromatischen Rings ist. In Orthostellung
zum Zucker wird bei allen bisher isolierten C-Glykosiden dieses Typs mindestens
eine phenolische Hydroxylgruppe gefunden. Diese kann wie beispielsweise im
Swertisin (V) und Swertiajaponin (VI) auch als Methylidther vorliegen. Die zweite -
Gruppe umfasst jene C-Glukoside, bei denen der Zucker mit einem nicht-aromatischen
C-Atom des Aglykons verkniipft ist. Zu dieser Gruppe zihlt das Aloin (Barbaloin)
(VIII).23 Die Diskussion der massenspektrometrischen Zerfille folgt dieser Einteilung.

Die C-Glukosylverbindungen I-VII und XII zeigen in ihren Massenspektren
bei M-CH,O 4 (M-149) das Base-Ion. Esentspricht dem Benzylkation A des Aglykons,
das formal durch Spaltung des Pyranoserings unter Erhalt seines C-1-Atoms am
Aglykon entstanden ist. (Siche Massenspektren in Abb. 1-4). Bei diesem Prozess
wird ein Wasserstoffatom vom abgespaltenen Zuckerrest iibertragen:

SN

HOCH, O } —CsHs0, }-—. ec. ()

(149 ME)
]
HO CH;
HH  OH OH
A(M-149)

HO

Deuterierungsversuche ergaben, dass dieses H-Atom von einer der in dem Zucker
enthaltenen Hydroxylgruppen stammt. Metastabile Ionen in den Massenspektren
der Verbindungen I-III, IX und X zeigen, dass zumindest in den C-8-Glukosylflavonen
die Bildung dieser Ionen in zwei Schritten erfolgt :

R O R 0O oR o |*
. | }.__. | } R
RO o
S RO 0
HCl HIC 3
HCOH C H
) B H” ~o ]
OR O
RO X0 }
®
CH, R = Hod.CH,

HC=0 B’ A
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ABB. 2 Massenspektrum des Saponaretins IV (70 eV).
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ABB. 3 Massenspektrum des Swertisins V (70 eV).
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ABB. 6 Massenspektrum des Apigenin-7-O-B-p-glucosids XIII (70 eV).
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Der erste Schritt ist die Eliminierung von C,HgO, (120 ME) aus den Molekularionen
zu den Ionen B (M-120). Der Verlust der C-Atome 3, 4, 5 und 6 der Glukose erscheint
dabei sehr plausibel. Die Ionen B werden, wenn auch mit unterschiedlicher Intensitiit,
praktisch in den Massenspektren aller hier untersuchter C-Glukosylverbindungen
einschliesslich dem Aloin VIII nachgewiesen. Beim Saponaretin IV und Mangiferin
VII, in deren Massenspektren diese Ionen nur mit sehr geringer Intensitit auftreten,
ldsst sich ein analoger Prozess nach einer vorausgegangenen Wasserabspaltung
formulieren.

Der zweite Schritt, der Verlust von CHO aus den Ionen B, ist durch metastabile
Tonen gekennzeichnet. Ionen analoger Struktur und gleichen Zerfallsverhaltens wie
die Ionen B wurden beispielsweise auch fiir die Fragmentierung von Flavanonolen
diskutiert.2*

Die Bildung der Ionen A kann aber auch auf einem weiteren Weg erfolgen. Immer
dann, wenn eine der zur Glukose orthostindigen Hydroxylgruppen einer Carbonyl-
gruppe am aromatischen Ring benachbart ist, beobachtet man Spaltung des Pyrano-
serings unter doppelter Wasserstoff-Umlagerung. Auf grund eines tautomeren
Gleichgewichts konnen diese Hydroxylgruppen auch als Carbonylgruppen und
damit als zusitzliche H-Acceptoren fungieren. Dies gilt fiir die OH-Gruppen in
5-Stellung der Verbindungen IV-VI und in 3-Stellung beim Mangiferin VII und
seinem O-1, 6, 7-Trimethylather XII. Der folgende Mechanismus ist fiir diese charak-
teristische Spaltung denkbar:

mk

SEN

—C4HOs \}
(148 ME)
*CH, AN

A’ A R = Hod. CH,

Die Radikalionen A’ verlieren, wie anhand metastabiler Ionen gefunden wird, ein
H-Atom und gehen in die Benzylionen A iiber. Die grossere Intensitiit der Ionen A’
in den Massenspektren von V, VI und XII (R = CH ) sprechen fiir den vorgeschlagenen
Mechanismus. Die doppelte H-Umlagerung gestattet die unmittelbare Unterschei-
dung der C-6- und C-8-Glukoside der hier untersuchten Flavone. Ihre Beobachtung
im Massenspektrum des Mangiferins VII und seines O-1, 6,7-Trimethyldthers XII
lisst auf eine analoge Struktur schliessen. Sie wurde erst kiirzlich durch die Synthese
eines Abbauproduktes bewiesen.??** Wie im folgenden noch beschrieben wird,
zeigen die Massenspektren von Saponaretin IV und Mangiferin VII grosse Ahnlich-
keit, die auf die Unabhiingigkeit vieler Zerfille von der Struktur des aromatischen
Aglykons schliessen Eisst. (s. Abb. 2 und 4). Der weitere Zerfall der Benzylionen A ist
besonders fiir die C-Glukosylflavone charakteristisch. Er entspricht formal einem
Retro-Diels—Alder-Zerfall (RDA), wier er auch in den Massenspektren der Flavone
selbst beobachtet wird :24- 2%
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@CH,
R
R =Hod.CH,
R C\}O
A (oder isomeres lon) A, {oder isomeres Ion) @)

Fiir diesen Prozess wird in den meisten Fillen eine metastabile Bande gefunden.
Er verlduft im Gegensatz zu dem entsprechenden Zerfall des Apigenins X124 ohne
Wasserstoffumlagerung. Auch die anderen aus der Spaltung des Flavonringsystems
resultierenden Ionen werden in den Massenspektren der C-Glukosylflavone beob-

achtet :
. RS
R @
R, =CH (A, + H) R/ C=0
A. A

Die Ionen A, konnen in verschiedener Weise weiter zerfallen. Bei den Methoxyver-
bindungen (R=CH,) findet dabei, wie anhand metastabiler Ionen gefunden wird,
Eliminierung einer (der) Methoxygruppe als CH,O statt. Metastabile Ionen in den
Massenspektren der OH-freien Verbindungen (R=H) belegen den Zerfall der
Ionen A, durch Eliminierung von Keten C,H,0.

Die Ionen m/e 69 (C;HO,) und m/e 55 (C;H,O) treten mit Ausnahme der Ver-
bindungen IX und X in den Massenspektren aller hier untersuchten C-Glukoside auf.
Man muss daher annehmen, dass sie auch aus anderen lonen, als hier angedeutet,
gebildet werden kdnnen ;26

@
CH, CH, ® CH,
C C
o0 o Ao
OH OH OH 5)
@
s | -C,H,0
(o]
@ @
@C HO=C=C=C=0 CH,=C==C=0H
%0 mje 69 mfe 55
OH
e Alt

Eine in ihrer Intensitit und Schiirfe charakteristische metastabile Bande in den
Massenspektren der Verbindungen V, VI und XII beschreibt die Abspaltung einer
Methoxygruppe aus den Benzylionen A als CH,0 (R =CHj; in G1.3) unter Bildung
der Ionen A; (M-179). Aus dem vdllig gleichen Verhalten der Verbindung XII zu
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schliessen, sollte es sich dabei gleichfalls um die zur Glukose orthostindigen Methoxy-
gruppe handeln. Zusammen mit der beobachteten, doppelten Protonenumlagerung
lasst sich daraus auf eine bestimmte Substituentenanordnung am aromatischen Ring
schliessen.

Die Molekularionen der C-Glukosylverbindungen erscheinen vielfach nur mit
sehr geringer Intensitit. Beim Saponaretin IV wurde kein entsprechendes Signal
gefunden.* An Stelle dessen beobachtet man jedoch stets ein charakteristisches
M-H,O-lon. Auffallend ist, dass starke Wasserabspaltung immer dann eintritt,
wenn die Glukose in ortho-Stellung zu einer nicht iiber eine Wasserstoffbriicke
gebundenen Hydroxylgruppe des Aglykons steht, wiec zum Beispiel in den Verbin-
dungen I-1V und VII. Liegt diese OH-Gruppe verathert vor, wie in den Verbindungen
V, VI und XII, tritt nur geringe H,O-Abspaltung ein. In den Verbindungen IX und X
ist sie gegeniiber anderen Zerfillen vollig untergeordnet. Fiir die Abspaltung von
Wasser aus den M *-Ionen wird in den Spektren von I-1V und VII keine metastabile
Bande gefunden. Dies ldsst zumindest teilweise einen thermischen Prozess vermuten.
Die zunehmende Intensitit dieser und einer Reihe weiterer lonen mit steigender lonen-
quellentemperatur deutet in die gleiche Richtungt. Eine intramolekulare Wasserab-
spaltung im Zucker scheint nach den Massenspektren der Verbindungen IX und X
nur zu einem geringen Teil an dem Auftreten der M-H,O-Ionen beteiligt zu
sein. Die Beobachtungen sprechen vielmehr fiir eine bevorzugte Wasserabspaltung
zwischen der nicht chelatisierten Hydroxylgruppe des Aglykons und einer Hydroxyl-
gruppe der Glukose unter Ringschluss. Fiir einen derartigen Prozess kommen die
OH-Gruppen am C-2 (i), C-3 (ii) und C-6 (iii) der Glukose in Frage:

| It
HO o
HO I3 }
b O'H L
HOH,C™ [} (i) HOH,C (i)

C,M—H,0

Zwischen diesen Moglichkeiten kann nicht unterschieden werden. Sterische Griinde
sprechen mehr fiir (i). Bei den Verbindungen V, VI und XII ist eine analoge Wasser-
abspaltung nur mit der durch eine Wasserstoffbriicke gebundenen Hydroxylgruppe
denkbar und dadurch offenbar erschwert. Die geringe Ketenabspaltung aus den
M*-lonen von 3-Acetyl-2-hydroxy-naphthochinonen wurde gleichfalls mit einer
derartigen Wasserstoffbriicke erklirt.>” Aus der Temperaturabhingigkeit der
Tonenintensititen liess sich eine Reihe von Fragmentionen auf die primére H,O-
Abspaltung zuriickfithren. Sie fallen in den Massenspektren der Verbingungen IV
und VII durch ihre grossere Intensitit auf. Sie allein gestatten aber noch keine
sichere Unterscheidung der isomeren C-Glukosylverbindungen. Die folgenden
Mechanismen sollen ihre mogliche Bildung lediglich andeuten.

Metastabile Tonen in den Massenspektren der Verbindungen I, IV, V und VII

* Das Molekulargewicht dieser Verbindung kann mit Hilfe ihres O-Trimethylsilylderivats ohne
Schwierigkeit bestimmt werden.

t Ber dem hier verwendeten Direkteinlass erfolgt die Wirmezufuhr zur Verdampfung der Probe mit
Hilfe der Ionenquellenheizung.
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besagen, dass die Ionen C (M-H,0) unter Verlust von C¢HgO, (144 ME) zerfallen
koénnen. Summarischentsprichtdasder Abspaltung der Glukose unter H-Umlagerung :

| s Tt
/‘_//0 —Ce 30,
O /) (144 ME) J
© (6)
C

C,. (M-162)

Die relative Intensitit der Ionen C, (M-162) betrigt beim Saponaretin IV 619,
dagegen beim Swertisin V nur 9 %, (vgl. Abb. 2 und 3). Metastabile Ionen in den Massen-
spektren der C-8-Glukoside I, II und III lassen jedoch erkennen, dass die Ionen C,
auch durch Keteneliminierung aus den Ionen B (s. Gl. 2) entstehen kénnen:

H Bk H 0o

[} —
HO 0 HO

Auch M-2H,0 (C’) und M-3H,0 (C”) zihlen zu den charakteristischen Ionen, die
sich offensichtlich in der Hauptsache von der primdaren H,O-Abspaltung ableiten.
Besonders das M-3H,0O-Signal wird in den Massenspektren der Verbindungen I-VII
und XII mit charakteristischer Intensitdt gefunden- Fiir ihre Bildung aus C lassen
sich in den Massenspektren von den Verbindungen I-IV und VII keine metastabilen
Ionen nachweisen. Dagegen ist der weitere Zerfall von C* (M-3H,0), metastabilen
Ionen nach zu urteilen, fiir die verschiedenen Verbindungen charakteristisch.
Wihrend man bei den Monomethylithern V und VI fast ausschliesslich die Abspaltung
von OH beobachtet, lisst sich bei den Verbindungen IV und VII sowohl die Eliminie-
rung von H, OH, H,0 als auch CH, nachweisen. In den Massenspektren der Verbin-
dungen I-III treten alle diese Ionen nur gering auf. Die Abspaltung von C;H,0,
mit den Kohlenstoffatomen 4, 5 und 6 der Glukose aus dem Ion C fiihrt zu dem Ion
D (M-109). Nachfolgende Eliminierung von CO ergibt das Ion D, (M-137). Da in
den Massenspektren der entsprechenden C-Glukosylflavone fiir beide Ionen ein
durch einen Retro-Diels-Alder-Zerfall (RDA) gebildetes Fragmention nach-
gewiesen wird (D’ bzw. Dj}) kann die abgespaltene CO-Gruppe nicht aus dem
Flavonring herriihren, sondern nur das C-Atom 3 des Pyranoserings sein. Gleiches
sollte man auch fiir die entsprechenden Ionen des Mangiferins VII erwarten. Der
folgende Mechanismus ist dabei denkbar:
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RDA
(nur bei 1, 11, HI und 1V}

@®

RDA
(our bei I, II, IIY und IV}

D, M-137) Dj

Man kann dabei annehmen, dass primiire Ringerweiterung zur CO-Eliminierung
unter H-Umlagerung fiihrt. Die Abspaltung von C HgO, (120 ME) analog zu dem
in Gl. 2 formulierten Mechanismus ergibt das Ion D, (M-138):

O —]’f _C.HO s} ] —T:
l} ~mome— |l l} )

N ¢ OH © OH O

HOCH, c D, (M-138)

Eine weitere Reihe von Ionen leitet sich gleichfalls durch den Verlust der C-Atome
3,4, 5 und 6 der Glukose aus den Ionen C ab. Dabei bleibt jedoch ein Sauerstoffatom
in den resultierenden Ionen E erhalten. Fiir die Bildung dieser Ionen wird eine 1,4-
Eliminierung von H,02%2° unter gleichzeitiger Ringdffnung und nachfolgender
Fragmentierung unter H-Umlagerung vorgeschlagen:

H,OH

@;@ ;qm/} e L@

HOCH, C' (M-2H,0) E (M-122) (10)
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Den weiteren Zerfall der Ionen E markieren metastabile Ionen:

ak Jt

Gy = -
CH?

E, (M-150) //E,(M-ns) //(11)

Das oben formulierte Ion C’ (M-2H,0) kann durch Abspaltung eines weiteren H,O
in das Ion C” (M-3H,0) zerfallcn das durch weiteren Verlust von C;H,O unter
H-Umlagerung das lon F (M-110) ergibt. Durch Eliminierung von CO kann dieses

in das Ion D, (M-138) weiter zerfallen:
H

OH o mt
H o H CH, O
| —H,0 ~C,H.0
HOCH; (56 ME)
C (M-2H,0) C” (M-3H,0) F (M-110)
-co
(12)
D, (M-138)

Fiir die Ionen C’ und C” lassen sich andere Strukturen, die beispeilsweise durch
eine thermische Dehydratisierung aus C entstanden sein konnen, nicht ausschliessen.

In den Massenspektren der C-8-Glukosylflavone I, II und III wird ein Ion G
(M-90) entsprechend einem Verlust von C;HsO; beobachtet. Man kann annehmen,
dass das Ion G, (M-108) daraus durch weitere Abspaltung von Wasser, gleichbedeu-
end einem Verlust von C3;HgO, aus dem M *-Ion, gebildet wird. Fiir die Abspaltung
von C;H¢O; kommen die C-Atome 2, 3, 4 (a) oder 4, 5, 6 (b) des Pyranoserings in
Frage, wenn ein derartiges Bruchstiick in einem Schritt verloren geht. Ahnliche
Ringspaltungen wurden auch bei peracetylierten'' und permethylierten Hexosen®
beobachtet. Die vorliegenden Ergebnisse erlauben noch keine Entscheidung zwischen
diesen Moglichkeiten :

—H,0

G, (M-108) (13)

Die beiden untersuchten C-Glukosylverbindungen mit permethyliertem Aglykon
IX und X gehoren der Reihe der C-8-Glukosylflavone an.* Das Molekularion ist im
Gegensatz zu den oben beschriebenen Verbindungen in beiden Fiillen Base-Peak im

* Beide Verbindungen waren zu ca. 6% mit einer Komponente verunreinigt, die eine Methylgruppe
mehr enthielt.
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Spektrum. Metastabile Ionen kennzeichnen die Abspaltung eines H-atoms aus dem
M *-Ion, die sowohl von einer CO- als auch CH,O-Eliminierung gefolgt wird. Auch
fiir die simultane Abspaltung von CHO, sowie fiir den Verlust von H,0 aus dem M *-
Ion werden metastabile Banden beobachtet. Auf die geringe Intensitiit der Wasser-
abspaltung wurde bereits oben hingewiesen. Die sich daraus ableitenden Ionen
fehlen in den Massenspektren dieser Derivate. Davon unabhingig werden jedoch
einige Zerfille beobachtet, die diese Verbindungen von den C-Glukosiden freien
Hydroxylgruppen im Aglykon deutlich unterscheiden. Der wichtigste Prozess ist
die Abspaltung von C,H,0, (133 ME)aus den Molekularionen, die, charakteristischen

metastabilen Ionen nach zu urteilen, in einem Schritt erfolgt :

OCH, O OCH, 0 OCH, O
_CH,0,
(e (e
o H,C 0
HC HC
\@
Koy Ho o
~
CH,OH CH,OH
HO HO //
H OH —H
(14)

ﬁH
® OH H (M-133)}

Nach neueren Untersuchungen sollte in dem vorgeschlagenen Mechanismus keine
spezifische Wasserstoffumlagerung zu erwarten sein.’® Die Ionen H werden auch
in den Massenspekiren der Methoxyverbindungen V, VI und XII beobachtet. In
den Spektren der C-Glukoside mit freien Hydroxylgruppen im Aglykon treten sie
dagegen kaum auf. Die analogen Ionen wurden auch beim Zerfall von Nukleosiden
beobachtet.® In ihrem weiteren Zerfall verhalten sich diese Hydroxybenzylionen H

dhnlich den Benzylionen A:
CH, O OCH,

RDA
*
H,CO
C—H
RS
@® O—-H
—-CH;0
OCH,
o
W
C/
| } RDA (15)
O 0O
ClH H, (M-163) CIH H,
® OH @é)H
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Der Retro-Diels—Alder-Zerfall (RDA) zu den lonen H, wird von entsprechenden
metastabilen Ionen gesichert. Im Gegensatz zu den Fragmentionen aus analogen
Zerfillen (s.z. B. Gl. 4) erscheinen die Ionen H, mit sehr grosser Intensitit (zweitinten-
sivstes Ion im Spektrum). Méglicherweise ist die Aufhebung der Tautomerie zwischen
der OH-Gruppe in 5-Stellung und der Carbonylgruppe des Flavonrings mit dafiir
verantwortlich. Eine charakteristische metastabile Bande belegt die Abspaltung von
zwei Wasserstoffatomen aus dem Ion H im Spektrum des Swertisins V. Ein entspre-
chender RDA-Zerfall tritt, wenn, dann nur in wesentlich geringerem Masse ein:

@ *H. ® H.

”(l)l e A,

HC
H,C

‘ H (16)
H (o)
HC~ VZ } O§C Z }
H,C X0 H,C S
@ @

Die beobachtete Eliminierung von zwei Wasserstoffatomen aus den lonen H, (in
Gleichung 15) bzw. H im Fall des Swertisins V findet ihre Parallele in der Bildung
der (M-3)-Tonen beim Benzylalkohol und den Hydroxybenzylalkoholen."
Neben der in Gleichung 14 beschriebenen Fragmentierung unter Wasserstoffum-
lagerung findet auch Spaltung zu den entsprechenden “Aldehyd-Ionen™ K statt:
CH,; O H, O :

—CsH,00,
®- | CTaeMe (17)

H,CO HLC
K (M-134)

w(o

Wie anhand metastabiler [onen nachgewiesen werden kann, entsprechen sie in ihrem
Zerfallsverhalten aromatischen Aldehyden.3?:3? Nach den verschiedenen Wegen zu
urteilen, die zu den Ionen H; fiihren, kommen diesen bei gleicher elementarer Zusam-
mensetzung verschiedene Strukturen zu. Dabei sollte das aus den Ionen K ent-
standene Spezies keine cyclische Struktur, wie angegeben, besitzen :*3

Die Spaltung des Pyranoserings unter Eliminierung von C,HzO, (120 ME) wurde
schon oben beschrieben (s.a. Gl. 2). Die Fragmentionen A (M-149) und C, (M-162),
die aus dem weiteren Zerfall der dabei gebildeten Ionen B (M-120) hervorgehen
(vgl. Gl. 2 und 7), erscheinen in den Massenspektren von IX und X mit charakte-
ristischer Intensitit. Gleiches gilt auch fiir die Ionen A ;, A, und A aus dem Zerfall des
Flavonrings. Der weitere Zerfall der Benzylionen A nach einem Retro-Diels-Alder-
Prozess filhrt im Vergleich zu den Verbindungen I-VI auch hier zu intensiveren Ionen.
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CHJJ(J)\ ‘|’ rn 0o LH,
} l | -—CH 0 I
H,CO S O A
II III ﬁ
K (M-
(M-134) e K, Oe K;
—CHO y -CO RDA? RDA?
OCHJ OCH,; (18)
H;C 0 O/@ @
53] —_
C=0e c =0e
M-163 (=Hj)

Dies deckt sich mit den Beobachtungen beim analogen Zerfall der Ionen H im-
Massenspektrum des Vitexin-O-4’, 5,7-trimethylidthers IX und des Swertisins V.

Apigenin-0-7-B-p-glucopyranosid XIII und Luteolin-0-7-B-D-glucopyranosid XIV,
die man als O-Isomere der C-Glukosylflavone Vitexin I und Orientin II betrach-
ten kann, verhalten sich massenspektrometrisch vollig anders (s. Abb. 6). Neben
einem sehr kleinen Signal fiir das Molekularion findet man praktisch nur das Massen-
spektrum des Aglykons. Die Eliminierung der Glukose als CgH,,O5 (162 ME)
erfolgt moglicherweise zum Teil schon thermisch. Ein “Abbau” des Zuckers am
Aglykon, wie er fiir die erste Gruppe von C-Glukosylverbindungen charakteristisch
ist, wird hier nicht beobachtet. Zur massenspektrometrischen Untersuchung dieser
Verbindungen haben sich ihre Acetylderivate als sehr vorteilhaft erwiesen.!* Der
Zerfall von Flavonen ist bereits ausfiihrlich beschrieben worden, so dass auf eine
weitere Diskussion der Spektren hier verzichtet werden kann.?*

Im Massenspektrum des Aloins VIII (s. Abb. 7) erscheint der Base-Peak ebenfalls
bei M-162 entsprechend einer Eliminierung der Glukose als C¢H, ,O5 unter Wasser-
stoffumlagerung:

(19)

mfe 256 (100 %)

In Analogic zu den Nukleosiden® einerseits und dem PB-Phenyldthanol®** bzw.
1-Phenylpropan-1,2-diol® andererseits kann man auch hierbei Umlagerung eines
Hydroxylwasserstoffs vom abgespaltenen Zucker erwarten. Fiir diesen Zerfall tritt
eine schwache metastabile Bande auf. Der weitere Zerfall des “Aglykon-lons” m/e
256 lisst sich anhand metastabiler Ionen weitgehend verfolgen. Er ist in Schema 1
wiedergegeben. Die dort formulierten Fragmentierungen sollen die Bildung der



Massenspektrometrische Untersuchung einiger natiirlicher C-Glukosyl-Verbindungen m

beobacheten Ionen nur veranschaulichen. Die einfache Spaltung der glykosidischen
C—C-Bindung fithrt zum Ion m/e 255, das anschliessend CO verliert :

HO 0 OH
CH,0OH
H
m/e 255 (20%) mfe 227 (9%)

(20)

SCHEMA |

-CO

mfe 239 (5%)

HO 0 OH

|
-CO
.

H
mfe 225 (3%) mfe 197 (3%)
HO o) OH HO 0o OH ']f HO OH jt
L, — OO0 = o0
CH,
H 238 (59 H H
mfe 238 (5%) m/fe 210 (4%)
—CHO
HO
e == (A
H

mfe 181 (4%)
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Eine Reihe von intensiven Fragmentionen im Massenspektrum des Aloins VIII lisst
sich anhand metastabiler Ionen aufdas Ion m/p 298 zuriickfiihren. Seiner elementaren

Zusammensetzung nach entsteht letzteres durch Verlust von C,.HzO, (120 ME) aus
dem Molekularion. In Analogie zur ersten Gruppe von C-Glukosylverbindungen
kann man fiir seine Bildung gleichfalls Spaltung des Pyranoserings unter Eliminierung
seiner C-Atome 3, 4, 5 und 6 annehmen. Diese Fragmentierung konnte durch eine
dhnliche Wasserstoffumlagerung, wie sie fiir die Eliminierung der Glukose unter
Bildung von m/e 256 in Gleichung 19 vorgeschlagen wurde, eingeleitet werden. Das
dabei gebildete Fragmention m/e 298 kann sich durch Umlagerung eines weiteren
Wasserstoffatoms stabilisieren. Wasserabspaltung unter gleichzeitiger Ringerweite-
rung analog zu dem in Schema 1 vorgeschlagenen Zerfall ergibt das Ion m/e 280. Dies
verliert in zwei aufeinander folgenden Schritten CO und Wasserstoff unter Bildung
der Ionen m/e 252 und m/e 251. Weitere Wasserabspaltung aus dem Ion m/e 280,
moéglicherweise unter Ringschluss, fiihrt zum Ion m/e 262, das durch eine anschlies-
sende CO-Eliminierung in das Ion m/e 234 weiter zerfillt:

SCHEMA 2

-H,0

CH, _ HC
CH

mje 251 (6%) mje 252 (10%;) (I)H
m/e 280 (22%)

* [—H,0

HO O OH jt

w2 (Y )

mje 262 (71%)
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100 % rel.Int,
5o 256
| s T,
X 153 1ls1 (21\1 K%ggg [ | 298 ut(x 20)
) - 1 ol A 1 | 1 1
100 200 300 400 450 (w/e)

ABB. 7 Massenspektrum des Aloins VIII (70 eV).

Mit etwa gleicher Intensitit wie das Ion m/e 298 wird im Massenspektrum des
Aloins auch ein Fragmention m/e 269 nachgewiesen, das formal einer Abspaltung von
CsH,O4 (149 ME) aus dem Molekularion entspricht. Moglicherweise entsteht es
durch Abspaltung von CHO aus dem Ion m/e 298 (s. a. Gl. 2). Wie diese Ionen
erkennen lassen, zerfillt auch das Aloin unter Fragmentierung des Glukoserings und
unterscheidet sich darin von den oben beschriebenen O-Glukosiden.

Die Annahme einer bevorzugten Lokalisierung der Ladung® im aromatischen
Aglykon erklirt das unterschiedliche Verhalten der untersuchten C-Glukosylver-
bindungen unter Elektronenbeschuss. Sie ldsst beim Aloin VIII in erster Linie den
Bruch der Glykosidbindung als benzylische C—C-Spaltung erwarten.?” Analog den
in meta-Stellung alkylsubstituierten Phenolen3® erfolgt diese Fragmentierung
bevorzugt unter Wasserstoffumlagerung. Im Gegensatz dazu zerfallen die C-Gluko-
side, bei denen die Glukose Substituent eines aromatischen Rings ist, hauptsidchlich
unter priméarer Fragmentierung des Pyranoserings. In Abhiingigkeit von den weiteren
Substituenten des aromatischen Rings enstehen dabei die stabilen Benzyl- bzw.
Hydroxybenzylionen des Aglykons (A und H). Eine Spaltung der Glykosidbindung
dagegen fithrt zu den energetisch weniger giinstigen Phenylkationen®® und ist bei
den meisten dieser Verbindungen unterdriickt. Soweit aus ihren Massenspektren
erkennbar, ist auch die entsprechende Eliminierung der Glukose unter Wasser-
stoffumlagerung nur aufindirektem Wege, beispielsweise nach einer vorausgegangenen
Wasserabspaltung, méglich. Der charakteristische Retro-Diels—Alder-Zerfall der
Flavone wird bei ihren C-Glukosiden erst auf der Stufe der Benzyl- bzw. Hydroxy-
benzylionen, das heisst nach dem Abbau des Zuckers, beobachtet. Die Bildung: der
weiteren Ionen aus dem Zerfall des Flavonrings A;,A, und A, ist dagegen auch aus
den Molekularionen denkbar.

Die Massendifferenzen der charakterischen Ionen im Massenspektrum der C-
Glukosylverbindungen zum Molekularion lassen in ihrer elementaren Zusammenset-
zung sofort auf die Fragmentierung der Glukose schliessen. Uber den Einfluss der
Zuckerstruktur auf diese Zerfille konnen keine Aussagen gemacht werden. Im
Gegensatz zu den Nukleosiden® werden in den Massenspektren aller hier untersuchter
C-Glukosylverbindungen lediglich die Ionen m/e 60 (C,H,O,) und m/e 61 (C,H;0,)
—in den abgebildeten Spektren mit Z, und Z, bezeichnet—mit nennenswerter
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Intensitdt nachgewiesen. Da diese Fragmentionen beispielsweise in den Massenspek-
tren der O-Methylglykoside sowohl der Pentosen als auch Hexosen in gleicher Weise
als intensivste Bruchstiicke gefunden werden,3 wird man von Seiten seiner Fragment-
ionen kaum Informationen iiber die Struktur des Zuckers erwarten kénnen.

Zusammenfassend kann man feststellen, dass die C-Glukosylverbindungen im
Massenspektrometer bei vorsichtiger Verdampfung iiber ein Direkteinlassystem
ausgezeichnet analysiert werden konnen. Aus ihrem Zerfall kann nicht allein auf die
Art der glykosidischen Bindung, sondern vielfach auch auf die Verkniipfungsstelle
zwischen Zucker und Aglykon geschlossen werden. Ist die Glukose mit einem aroma-
tischen Ring verkniipft, dann wird dieser Zerfall von den zu ihr orthostidndigen
Substituenten in besonderer Weise beeinflusst. Dies erdffnet hiufig die Méglichkeit
durch gezielte Derivatisierung, etwa durch O-Methylierung mit Diazomethan,?2< 4©
die abgeleiteten Strukturmerkmale zu bestitigen und zu sichern. Wie das Beispiel der
C-Glukosylflavone zeigt, erhdlt man bei entsprechendem Zerfall der Aglykonionen
weitgehenden Aufschluss iiber die Struktur dieser Verbindungen mit Hilfe der Massen-
spektrometrie.

Die verwendeten natiirlichen C-Glukosylverbindgen waren mit Ausnahme von
Swertiajaponin VI, das noch mit etwas Swertisin V nach dem Massenspektrum
verunreinigt war, chromatographisch einheitlich. Die Darstellung von Vitexin-O-4’,
5,7,-trimethyldther IX und Scoparin-O-4",5,7-trimethylather X erfolgte nach bekann-
ten Verfahren*® mit Hilfe von Diazomethan. Mangiferin-O-1,6,7-trimethylither
XII wurde gleichfalls mit Diazomethan auf dem von Roberts??* beschriebenen Wege
dargestelit.

Zur Aufnahme der Massenspektren wurden die Substanzen in Glaskapillaren
iiber einen Direkteinlass in die Ionenquelle eines Massenspektrometers MS 9
eingefahren. Die Ionenquellentemperatur betrug 250°. Bei den thermischen Unter-
suchungen wurden auch Temperaturen von 280° und 310° angewandt. Es wurden
Spektren bei 70 und 20 eV aufgenommen.

Alle im Text und in den Abbildungen erwidhnten oder bezeichneten Ionen wurden
hochauflésend bei einer Auflésung von 20.000 (109, Taldefinition) gemessen. Die
Abweichung von den theoretischen Massenwerten war dabei stets kleiner als 1 mME.
Die Berechnung der metastabilen Ionen erfolgte mit Hilfe eines Computerprogramms,
das eine Abweichung der berechneten Werte nur von +0-2% der Masse der eingege-
benen metastabilen Ionen zulasst.
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