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177. Zur Identifikation potentieller Metabolite von Cannabis- 
Inhaltstoffen : Kernresonanz- und massenspektroskopische 

Untersuchungen an seitenkettenhydroxylierten Cannabinoiden 
von Michael Binder1) und Stig Agure112) 

Institut fur Pharmakognosie der Universitat Uppsala, 
Lindhagensgatan 128, 5-112 51 Stockholm, Schweden 

Kurt Leander 
Institut fur Organische Chemie der Universitat Stockholm, 

S-105 04 Stockholm 50, Schweden 

und Jan-Erik Lindgren 
hbteilung fur Toxilrologie, Karolinslca Institrit, S-104 01 Stockholm 60, Schweden 

(20. Y. 74) 

Summary The 100-MHz-NMR -spectra of 11 side chain hydroxylated derivatives of can- 
nabidiol (l), de-tctrahydrocannabinol (2) and cannabinol (3) were analysed for signals specific 
for the position of hydroxyl groups. The mass specti-a of thcse compounds and thcir trimethylsilyl 
ethcrs were investigated at ionisation voltages between 70 and 10 eV. The mass spectra of the 
non-silylated compounds showed no similarities indepcndent on the basic typc of cannabinoid but 
in the case of their trimethylsilyl ethers it was possiblc to derive fragmentations specific for the 
site of hydroxylation. These data are presented as a gencral method for the identification of small 
quantities of side chain hydroxylated in vitro and in vivo metabolites of cannabinoids. 

1. Einleitung. - Die Aufklarung der Struktur von (-)-d1-3, 4-trans-Tetrahydro- 
cannabiiioll) (= dl-THC), dem wichtigsten psychoaktiven Prinzip von Cannabis 
sativa L. durch Mechoulam & Gaoni [l], sowie die stereospezifische Syntliese dieser 
Verbindung [Z-41 waren die Ausgangspunkte fur Untersuchungen des Metabolismus 
dieses und weiterer, bereits bekannter Haschiscliinhaltstoffe im tierischen und 
menschlichen Organismus. Diese Arbeiten fuhrten 1970 unabhangig voneinander in 
zwei Laboratorien zur Isolierung und Strukturaufklarung von 7-OH-d1-THC, den1 
aus irt vitro Versuchen mit Leberhomogenat gewonnenen Hauptmetaboliten von 
Al-THC [S] [6].  Inzwischen ist der Metabolismus von Al-THC, (-)-~Il(~)-3,4-trans- 
Tetrahydrocannabinol (= A6-THC) (2) [7], Cannabidiol (= CBD) (1) und Cannabinol 
(= CBN) (3) in einer Reihe von Organismen in vitro und in vivo untersucht und eine 
grosse Zahl von mono-, dihydroxylierten und sauren Metaboliten (die z. T. als Icon- 
jugate auftreten) beschrieben worden. Der metabolische Primarscliritt ist im allge- 
meinen die Einfuhrung einer Hydroxylgruppe, die bevorzugt in allylischen Positio- 
nen, aber auch unspezifisch in der aliphatischen Pentylseitenkette der Caniiabinoide 
erfolgt. Seitenkettenhydroxylierte Metabolite treten allein oder in Kombination mit 
weiteren metabolisch eingefuhrten Funktionen im Isoprenteil der Molekeln auf, fal- 

l) 

2, 

3, Zur Nomenklatur vgl. [S]. Wir verwcnden im folgendcn dic Monotei-pcnbezifferung fur 
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Cannabinoide, wie in Schema 1 dargestellt. 
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len aber sowohl bei in vitro als auch bei in vivo durchgefuhrten Experimenten durch- 
weg in sehr geringen Mengen an. Dadurch, sowie durch das weitgehende Fehlen von 
Referenzsubstanzen wird die Strukturaufklarung solcher Metabolite erschwert. 

Es erschien uns wunschenswert, uber eine allgemeine Methode zu verfiigen, die 
unabhangig vom jeweiligen Cannabinoid-Grundtypus und von eventuellen weiteren 
Substituenten im Isoprenoidteil der Molekeln eine Lokalisierung von Hydroxylgrup- 
pen in der Pentylseitenkette erlaubt. Wir haben deshalb versucht, aus den NMR.- 
und den Massenspektren einer Reihe von synthetischen Monohydroxy-Derivaten 
von d6-THC (2), CBD (1) und CBN (3) sowie den Massenspektren der Trimethyl- 
silylather dieser Verbindungen, die fur die jeweilige Stellung der Hydroxylgruppe 
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typische Information herauszuarbeiten, uni somit ruckwirkend eine eindeutige Iden- 
tifizierung kleinster Mengen an Metaboliten zu ermoglichen. 

2. Untersuchte Verbindungen. - Schema I gibt einen Uberblick uber die von 
uns untersuchten Verbindungen, ihre Trimethylsilylather und die zugrunde liegenden 
Cannabinoide CBD (l), AG-THC (2) und CBN (3). Die Verbindungen 4 bis 10 und 12 
bis 14 wurden totalsynthetisch dargestellt und standen in Mengen von einigen mg 
zur Verfiigung. Uber diese Synthesen werden wir spater an anderer Stelle berichten 
[9]. Alle Verbindungen wurden mittels praparativer Dunnschichtchromatographie 
gereinigt und waren nach DC. und GC. einheitlich. 11 wurde als Metabolit von CBN 
(3) aus einem in vitro Versuch mit Kaninchenleberhomogenat isoliert [lo] und ent- 
liielt nach GC. und DC. etwa 20% 5”-OH-CBN (14). Da von 11 nur 300 pg zur Ver- 
fugung standen, wurde auf eine weitere Reinigung verzichtet. 

3. NMR.-Spektren. - Die 100-MHz.-NMR.-Spektren der Verbindungen 4 bis 14 
wurden in CDCl, unter Verwendung der Fourier-Puls-Technik a~fgenommen~).  Die 
Daten dieser NMR.-Spektren sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Alle chemischen 
Verschiebungen sind auf Tetramethylsilan bezogen, aber vom Chloroform-Signal 
(6 = 7,26 ppm) aus gemessen. Um einen direkten Vergleich der drei Verbindungs- 
klassen zu ermoglichen, haben wir eine einheitliche Bezifferung der drei Grundge- 
riiste verwendet (vgl. Schema I), die von der iiblichen darin abweicht, dass bei den 
d6-THC- und CBN-Derivaten die Bezifferung des Ringes C (Arornat) an der gleichen 
Stelle begoiinen wird wie bei CBD (1) und nicht an der Stellung der Atherbriicke. 
Die Aromatprotonen von Ring C liegen demnach immer an C(3’) und C(5’). Bei CBD 
(1) entspricht C(9) der Methylengruppe, bei dG-THC (2) und CBN (3) der P-standigen 
Methylgruppe an C(8). Unter den in 8-Werten angegebenen chemischen Verschie- 
bungen der einzelnen Protonen finden sich der Signaltypus und Kopplungskonstan- 
ten in Hz. Die NMR.-Spektren der Cannabinoid-Grundtypen sind beschrieben wor- 
den [4] [ll], weshalb wir nur auf die uns interessierenden, durch die Einfuhrung der 
Hydroxylgruppen in die Seitenkette bedingten Anderungen eingehen wollen. 

Bei den 1”-OH-Derivaten 4 und 5 von CBL) (1) und d6-THC (2) ist das den Ben- 
zylprotonen an C(1”) entsprechende 2-Protonentriplett, das bei den unsubstituierten 
Grundkorpern bei 6 = 2,4 ppm auftritt, durch ein scharfes 1-Protontriplett bei 6 = 

4,5 ppm ersetzt worden, welches bei Einstrahlung bei 6 = 1,7 ppm, dem ungefahren 
Ort der 2”-Protonen, kollabiert. Es sol1 noch darauf hingewiesen werden, dass das 
bei allen d6-THC- Derivaten bei 8 = 3,3 ppm auftretende doppelte Dublett ( J A B  = 

-16 Hz, J2a,3 = 5 Hz) dem 2cc-Proton und nicht, wie friiher irrtiimlich zugeordnrt, 
dcm Proton an C(3) entspricht, welches bei 6 = 2,6-2,8 ppm als Multiplett erscheint 

Bei Z”-OH-CBD (6), Z”-OH-AG-THC (7) und Z”-OH-CBN (8) (vgl. Fig. 1) findet 
sich um 6 = 3,s ppm ein Multiplett, das dem 2”-Proton zuzuordnen ist. Die 1”-Pro- 
tonen aller drei Verbindungen bilden AB-Systeme ( J A B  = -15 Hz), die durch unter- 
schiedliclie Kopplungen von 3 und 8 ,  3 und 9 bzw. 4 und 8 Hz Zuni Z”-Proton weiter 
aufgespalten sind. Die beiden Halften dieser AB-Systeme sind bei 6 = 2,5 und B = 

WI. 

4) -411e NMR.-Spektren verdanken wir Doz. f orbjoyn Dvnkenberg, Institut fur Technologie, 
Lnnd, Schwcden 



T
ab

el
le

 1
 N

M
R

 -D
at

en
 d

er
 s
ei
te
nh
et
te
nh
yd
ro
xy
li
er
te
n 

C
an

na
bi

no
id

e 

H
(2

) 
H

 (
2

~
)

 H
(3

) 
H

(5
+

6
) 

I-I
 (

6)
 

H
 (

7)
 

H
 (

9)
 

H
(1

0)
 H

 (3
’)

 
H

 (
5’

) 
H

 (
1
”)

 H
 (2

”)
 

H
 (

3”
) 

H
 (

4”
) H

(5
”)

 
H

 (
9+

10
) 

H
 (

3’
+

5’
) 

l“
-O

H
-C

B
D

 

l”
-O

H
-d

S-
T

H
C

 

2”
-O

H
-C

B
D

 

2”
-O

H
-d

6-
T

H
C

 

Z
”-

O
H

-C
B

N
 

3”
-O

H
-d

fi
-T

H
C

 

3”
-O

H
-C

B
N

 

4”
-O

H
-C

B
N

 

5“
-O

H
-C

B
D

 

5”
-O

H
-d

fi
-T

H
C

 

5”
-O

H
-C

B
N

 

5,
57

 
3,

94
 

m
 

d/
lO

 

3,
3 

2,
66

 
d

x
d

/1
6

 m
 

5,
57

 
3,

87
 

m
 

3,
24

 
2,

74
 

d
x

d
l1

6
 m

 

8,
29

 
7 

3,
13

 
2,

74
 

d
x

d
/1

6
/5

 
m

 

8,
22

 
S 8,

14
 

S 5,
58

 
3,

88
 

m
 

7n
 

8,
20

 
S 

7
,l

lm
 

7,
13

m
 

7
,l

m
 

3,
22

 
2,

73
 

d 
x 

d/
16

 d
x

 t/
10

/6
 

1,
80
 

S 

5,
44

 
1,

72
 

m
s

 

1,
79

 
S 

5,
42

 
1,

72
 

m
 

s 2,
39

 
S 

5,
42

 
1,

71
 

97
%

 
s 2,

39
 

S 2,
40

 
S

 1,
80

 
S 

5,
42

 
1,

71
 

m
s

 

4,
U

ls
 

1,
66

 
4,

jO
s 

s 

1,
40

 
1,

11
 

S 
S 

4,
63

s 
1,

67
 

4
5

3
s 

s 

1,
40

 
1
,1

1
 

S
 

S
 

1,
60

s 

1,
38

 
1,

11
 

S 
S 

1,
60

s 

1,
60

s 

4,
65

s 
1,

66
 

4,
56

s 
s 

1,
39

 
1,

11
 

S
 

S 

6,
37

s 
4,

50
 

ti6
 

6,
32

 
6,

44
 

4,
50

 
d/

1,
5 

d/
1,

5 
tj

8
 

6,
25

s 
2,

7 
3,

87
 

2,
39

 
nz

 
A

 B
/1

4/
3/

8 

6,
18

 
6,

27
 

2,
7 

3,
80

 
d

/l
 

d
/l

 
2,

42
 

wz
 

A
 B

/1
4/

3/
9 

6,
42

m
 

2,
77

 
3,

88
 

2,
5l

 
7
n
 

A
 B

/1
4/

4/
8 

6,
14

 
6,

26
 

2,
59

 
d/

1,
5 

d/
1,

5 
nz

 

6,
36

 
6,

46
 

2,
67

 
1,

81
 

d/
1,

5 
d/

1,
5 

nz 
nz

 

6,
29

 
6,

43
 

2,
56

 
d/

1,
5 

d/
1,

5 
t/

7 

6,
22

s 
2,

47
 

ti7
 

6,
lO

 
6,

25
 

2,
47

 
d

/l
 

d
ll

 
t/7

 

7,
13

m
 

2,
38

 
1,

59
s 

6,
30

 
6,

44
 

2,
53

 
S 

d
ll

 
d

/l
 

t/
7 

0,
87

 
ti5

 

0,
90

 
$1

7 

O
,9

3 
m

 

0,
94

 
t 0,

94
 

t 

3,
60

 
0,

94
 

PI
6 

ti7
 

$1
6 

m
 

ti7
 

3,
62

 
1,

4 
0,

95
 

3,
66

 
1,

21
 

m
 

d/
6 

3,
64

 
11

6 

t/
6 

3,
66

 



1630 HELVETICA CHIMICA ACTA - Vul. 57, Fasc. 6 (1974) - Nr. 177 

2,7 ppm zentriert, der gemeinsame Schwerpunkt liegt somit rund 0,2 pprn bei tieferem 
Feld als bei den unsubstituierten Grundkorpern. Einstrahlung auf das Signal des 
2”-Protons fuhrt zu einfaclien AB-Systemen fur die 1”-Protonen. Nur im Fall von 
8 gelang es. durch Einstrahlen bei 6 = 2,7 ppm das Multiplett von H(2”) zu einem 
angenaherten Triplett zu vereinfachen. 

Fig. 1. IOO-MHz.-NMR.-S~ektram von Z”-OH-CBN (8) in CDCI, 

Das Signal des 3”-Protons erscheint sowolil bei 3”-OH-A6-THC (9) als aucli bei 
3”-OH-CBN (10) (vgl. Fig. 2) als Pentett (J2,3 = J3,4 = 6 Hz) bei 6 = 3,5 ppm. 

I 

9 (4”) L 
I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I  I 

9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm 0 

Fig. 2 .  100-MHz.-NMR.-Spektrurn zron 3O-OH-CBN (10) in CDCI, 

Die Protonen an C(1”) bilden Multiplette, die noch immer leicht nach tieferem 
Feld verschoben sind (6 = 2,59 bzw. 2,67 pprn). Einstrahlung auf diese Signale fuhrt 
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zu Vereinfachungen bei 6 = 1,s ppm, den1 Ort der 2”-Protonen, erzengt aber er- 
wartungsgemass keine Anderung im Signal von H(3”). Bei 9 und 10 tritt das Signal 
der terminalen Methylgruppe (C(5”)) erstmals als sauberes Triplett ( J  = 7 Hz) auf. 

Im Spektrum des 4”-OH-CBN (11) erscheint das 4”-Proton bei 6 = 3,7 pprn als 
breites Multiplett. Charakteristisch ist hier das Signal der 5”-Protonen, deren ub- 
licherweise bei S = 0,95 ppm zentriertes 3-Protonen-Triplett durch ein Dublett 
( J  = 6 Hz) bei 6 = 1,21 ppm ersetzt worden ist. Die Protonen an C(1”) bilden ein dem 
unsubstituierten Grundkorper entsprechendes Triplett bei 6 = 2,56 ppm. Einstrah- 
lung auf H(4”) fiihrt zum Kollabieren des Dubletts der 5”-Protonen. 

Bei den 5”-OH-Derivaten 12, 13 und 14 ist das 3-Protonen-Triplett der terminalen 
Methylgruppe durch ein 2-Protonen-Triplett bei 6 = 3,66 ppm ersetzt worden (vgl. 
Fig. 3) Einstrahlen bei S = 1,7 ppm, dem Ort der 4”-Protonen vereinfacht das Signal 

I CHCli  

Fig. 3. lOO-MHz.-NMR.-Speklruln von 5”-OH-A6-THC (14) in CDCZ, 

der Protonen an C(5”) zu einem Singulett. Gleichzeitig damit kollabiert auch das 
Triplett der 1”-Protonen bei 6 = 2,5 ppm, was darauf hinweist, dass auch die 2“- 
Protonen ungefahr bei S = 1,7 ppm lokalisiert sind. 

Wichtig fur uns ist, dass die Signale der Protonen an den hydroxylierten C- 
Atomen und die Signale ihrer Nachbarprotonen unabhangig vom Grundtypus des 
jeweiligen Cannabinoids das gleiche Aufspaltungsmuster mit nur geringen Anderun- 
gen der Kopplungskonstanten und ahnliche chemische Verschiebungen zeigen. Diese 
Resultate bedeuten, dass auch fur hier nicht untersuchte Cannabinoide wie dl-THC, 
Cannabichromen, Cannabicyclol und Cannabigerol analoge Daten fur seitenketten- 
hydroxylierte Derivate erwartet werden durfen. Es sollte somit moglich sein auch 
bei Metaboliten, die wie 11 in geringer Menge vorliegen und deren NMR.-Spektren 
keine scharfen Signale aufweisen, durch gezielte Doppelresonanzversuche Hydroxyl- 
gruppen in der Seitenkette zu lokalisieren. Typisch ist hier das Beispiel des 4”-OH- 
CBN (1 l), das trotz verhaltnismassig grosser Mengen an Verunreinigungen eindeutig 
identifiziert werden konnte. Zusatzliche Hydroxylierungen im Isoprenteil der Mo- 
lekeln sollten zum Verschwinden charakteristischer Signale fuhren, wodurch z. B. 

10) 
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HO-Gruppen an C(7), (9), (10) leicht lokalisiert werden konnten. Ebenso sollten HO- 
Gruppen an C ( 3 )  und C(4) (bisher ist kein derartiges Beispiel bekannt) eindeutig er- 
kennbar sein. Koinplizierte Uberlappungen konnten bei Hydroxylfunktionen an 
C(5) und C(6) entstehen. Hier sind Voraussagen ohne Vorliegen dihydroxylierter 
Vergleichsubstanzen kaum moglich. 
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4. Massenspektren der nicht silylierten Verbindungen. - Zur Aufnahme 
aller Massenspektren diente eine Kombination aus Gas-Chromatograph und Massen- 
spektrometer, die einerseits ein einfaches Handhaben von pg-Mengen erlaubt und 
andererseits eine zusatzliche Keinigung der untersuchten Substanzen gewahrleistet. 
Die Intensitaten der Fragment-Ionen liesscn sich im allgemeinen gut reproduzieren. 
Die in den Tabellen 2 und 3 angegebenen relativen Intensitaten sind Mittelwerte aus 
mehreren Spektren, die jeweils im ansteigenden Teil der gas-chromatographischen 
Pike aufgenommen wurden. Wir versuchten zunachst Fragmentierungen zu finden, 
die fur die Stellung der Seitenkettenhydroxylgruppe typisch waren. Dann unter- 
suchten wir nach der Methode von Vree [la] [13] charakteristische Zerfallsreaktionen 
der einzelnen Cannabinoid-Grundtypen in Abhangigkeit von der verwendeten Ioni- 
sierungsenergie. Diese Methode besteht darin, Massenspektren der betreffenden Ver- 
bindung bei Ionisierungsenergien zwischen 20 und 10 eV ini Abstand von 2 eV auf- 
zunelimen. Die relativen Intensitaten typisclier Fragmente, normiert auf das je- 
weilige Basissignal, werden dann gegen die Ionisierungsenergie aufgetragen. Dabei 
ergeben sich Massenintensitats-Diagramme, die sehr cliarakteristisch sind. Die 
Methode wurde zur Identifizierung der C,- und C,-Seitenketten-Analoga von Al-  
THC, CRD und CBN verwendet. Die von uns so erhaltenen Diagramme erlauben 
eine Unterscheidung der Verbindungen innerlialb der senkrechten Kolonnen von 
Schema I ,  lassen sich jedoch nicht auf die anderen Cannabinoid-Grundtypen iiber- 
tragen, lieferten also keine Beziehung fur die waagrechten Kolonnen von Schema I .  
Auf eine Darstellung dieser Diagramme wird deshalb verzichtet. 

Die Massenspektren der Cannabinoid-Grundtypen sind beschrieben worden [14] 
[15], aber es sol1 dennoch kurz auf die wesentliclisten Zerfallsreaktionen eingegangen 
werden, bevor wir uns der Diskussion der Massenspektren der Hydroxylderivate zu- 
wenden. 

CBD (l), d6-THC (2) und dl-THC zeigen qualitativ sehr ahnliche Massenspektren, 
die hauptsiichlich durch Fragmentierungen im Isoprenteil der Molekeln bestimmt 
sind. Die wichtigsten Fragmente dieser Verbindungen sind am Beispiel von A6-THC 
(2) in Schewza 2 zusammengefasst. Typisclie Fragmente sind M+ - 43, Verlust der 
gesamten Isopreneinheit mit Ausnahme von C(3) (M+ - 121), die Retro-Diels-Alder- 
Reaktion (KDA) (M+ - 68) ,  Aromatisierung dieses Fragments unter Verlust einer 
Methylgruppe (M+ - 68 - 15) und direkter Verlust von CH, aus dem Molekelion (M+ 
- 15). Zwei Fragmentierungen in der Seitenkette sind bekannt: Verlust des Butyl- 
radikals . C4H, und Verlust von Buten, der durch die Ubertragung eines H-Atoms 
von C(3”) auf den Aromatring zustande kommt (McLafjeerty-Umlagerung) . Die ent- 
stehenden Fragmente sind M+ - 57 und M+ - 56. Wir kennzeichnen im folgenden 
die Fragment-Ionen nur durch ihre Massendifferenz zum Molekel-Ion, nicht durch 
ihre absoluten Massen, da es uns auf die Gemeinsamkeiten der betrachteten Zerfalls- 
reaktionen ankommt. 
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Die Zerfallsreaktionen von CBN (3), dargestellt in Schema 3, beschranken sich 
auf Aromatisierung des Molekel-Ions (Bildung von M+ - 15) und die erwahnten 
Fragmentierungen der Seitenkette. 

Schema 2 

M*-68 (RDA) M+- 56 

M+-68-15 M +-  57 

Schema 3 

M*- 15 3 M *  M+-56 

\ \ 
M+-l5-56 

103 

M*-15-57 M+- 57 
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Der dirigierende Einfluss der Hydroxylgruppe auf Fragmentierungen ist gering. 
Zu erwarten waren a-Spaltungen, die zu spezifischeii Fragmenten fuhren konnten. 
Im Fall der 1”-Hydroxyl-Derivate ware ein intensives M+ - 57 Fragment zu erwar- 
ten, bei 2”-Hydroxyl-Derivaten (sowie bei allen weiteren Verbindungen) die Frag- 
mente M+ - 72 und M+ - 73, die einem Verlust der Seitenkette inklusive Hydroxyl- 
gruppe entsprechen. Zusatzlich durch a-Spaltung zwischen C(2”) und C(3”) das 
Fragment M+ - 43, das jedoch mit dem bekannten M +  - 43 Fragment (vgl. Scherna2) 
isobar ist. Unwahrsclieinlich ist in allen Fallen eine Ladungsretention auf den1 
Seitenkettenfragment. Die 3”-OH-Derivate sollten Fragmente M +  - 29 und M+ - 59, 
die 4”-OH-Derivate M+ - 15 und M+ - 45, resultierend aus den jeweiligen cc-Spal- 
tungen liefern. Eine Voraussage fur die 5”-Hydroxyl-Derivate zu machen, ist kaum 
moglich . 

Tabelle 2. Massenspek tren  der in der Seitenkette hyzydvoxylievten Cannabinoidca)  

M+ 4 25 
- 15 2. 
- 18 19 
- 43 
- 56 
- 57 
- 68 40 
- 68-15 100 
- 121 
- 121 - 18 GO 
- 68-56 19 

- 

- 
- 

- 

OH 

5 1.00 
8 

35 
20 
85 
5 5 
12 
86 
20 
13 

M * 6 20 
- 15 4 
- 18 1 
- 43 4 
- 72 
- 73 
- 68 28 
- 68-15 100 
- 15-72 - 

- 15-73 - 
- 68-72 - 

- 68-72-15 43 

- 

- 

OH 

R = A/‘CH, 
7 83 

4 
2,s 

17 
100 

9 
59 

- 
19 
18 

8 21 
100 

- 
3 
2 

10 
9 
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Tabelle 2. (Fortsetzung) 

R = =/'-"CH~ 
I 

OH 

M +  9 18 10 16 
- 15 1 100 
- 29 2 - 
- 72 100 10 
- 68-15 13 - 

- 68-72 7 - 
2 - 72-15 - 

OH 

= \ d C H 3  

M +  11 9 b )  
- 15 100 
- 72 2 
- 73 3 
- 73-15 11 

R = ~ ' -"cH,oH 

M+ 12 12 13 80 14 22 
- 15 3 7 100 
- 68 28 21 - 
- 68-15 100 100 - 
- 68-15-72 6 4 - 
- 68-15-73 6 
- 72 - 48 - 

2 - 15-72 - - 
9 - 15-73 

- - 

- - 

_ _ _ _ _ _ _ ~  

a) 

b) 

Alle Werte sind in Prozent rel. Intensitat angegeben. 
Dieses Spektrum wurde bei 70 eV Ionisierungsenergie aufgenommen. 

Die Resultate der Massenspektren der Verbindungen 4 bis 14 sind in Tabelle 2 
zusammengefasst . 

Urn einen direkten Vergleich dieser Resultate mit denen der Trirnethylsilylather 
(vgl. Tab. 3)  zu erlauben, sind die relativen Intensitaten der Fragment-Ionen bei 
20 eV Ionisierungsenergie angegeben. In der Darstellung sind nur die wichtigsten 
(bzw. charakteristischen) Fragmente beriicksichtigt. 

Die Tabelle zeigt, dass einige der erwarteten charakteristischen Ionen zwar auf- 
treten, allein oder in Kombination mit einer oder mehreren bevorzugten Fragmen- 
tierungen des betreffenden Cannabinoid-Grundtypus, aber keine typischen Gemein- 
samkeiten vorhanden sind, die fur die Stellung der Hydroxylgruppen spezifisch 
waren. Die Massenspektren innerhalb einer senkrechten Kolonne von Schema 1 unter- 
scheiden sich hinreichend um die einzelnen Derivate zu charakterisieren, aber die 
Unterschiede lassen sich auf keinen anderen Grundtypus ubertragen und machen 
somit Voraussagen unmoglich. Das beruht vor allem darauf, dass die typischen Ionen 
in sehr geringer Intensitat auftreten und bei Ionisierungsenergien unter 20 eV ganz- 
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lich verschwinden. Auch die allgemein auftretende Abspaltung von Wasser in der 
Seitenkette zeigte keine Beziehung zur Stellung der Hydroxylgruppe. Auf die Mas- 
senspektren der einzelnen Derivate wird bei der Diskussion der Spektren ihrer Tri- 
methylsilylather naher eingegangen. 

5. Massenspektren der silylierten Verbindungen. - Allgemein dienen die 
Trimethylsilyl-Derivate von Alkoholen, Aminen und Carbonsauren dam, schwer 
fliichtige Verbindungen in eine gas-chromatographierbare Form zu uberfuhren oder 
ihre Fliichtigkeit soweit heraufzusetzen, dass diese Substanzen der Massenspektro- 
skopie unterworfen werden konnen. Der Einfluss der Trimethylsiloxygruppe auf 
massenspektrometrische Zerfallsreaktionen ist mehrfach untersucht worden [16] 
und Resultate von W a l l e t  al. [17] wiesen darauf hin, dass bei hydroxylierten Canna- 
binoiden eventuell spezifische Fragmente erwartet werden durfen. Im Fall der von 
uns untersuchten Verbindungen begiinstigt die Trimethylsiloxygruppe das Auftreten 
von Fragmentierungen in der Seitenkette, wobei die betreffenden Fragment-Ionen 
die Intensitat der sonst bevorzugten Zerfalle wie RDA oder Methylabspaltung bei 
CBN (3) erreicht. In den 70 eV Spektren der Verbindungen 4a bis 14a dominieren 
unspezifische Ionen vom Typ Si(CH,): (m/e 731, HO=Si(CH,); (759, CH,=OSi(CH,),f 
(103) und (CH,),Si=OSi(CH,),f (147), die fur Mono- und Poly-trimethylsilylather 
typisch sind [16], mit der Stellung der Trimethylsiloxygruppe jedoch nichts zu tun 
haben. Bei 20 eV Ionisierungsenergie herrschen charakteristische Fragmente vor, 
wahrend das Ion nz/e 73, das bei 70 eV fast immer das Basissignal stellt, bedeutungs- 
10s geworden ist. Bei Ionisierungsenergien unter 20 eV ergaben sich keine wesent- 
lichen Anderungen der relativen Intensitat der bei 20 eV beobachteten Fragmente mit 
Ausnahme eines allgemeinen Anstiegs der Intensitat des Molekel-Ions. Die Resultate 
der bei 20 eV aufgenommenen Massenspektren der Verbindungen 4a bis 14a sind in 
Tabelle 3 zusammengefasst, wobei wiederum nur die wichtigsten Fragmente heraus- 
gegriffen wurden. 

Tabelle 3. Masseiaspektren der Trimethylsilylather der in der Seitenkette hydroxylierten 
Cannabinoide a )  

OTMS 

M+ 4a 10 5a 22 
- 15 6 3 
- 57 14 100 
- 68-57 100 - 

2 - 68-57-15 - 

- 121 49 - 
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Tabelle 3. (Fortsetzung) 

OTMS 

= A C H 3  

M+ 6 a  
- 15 
- 43 
- 68 
- 121 
- 144 
- 15-144 
- 68-144 

145+ 

3 
2 
0 S  

12 
7 

- 

2 
100 

?a 7 
2 
0 S  
- 

6 

- 
100 

8a 5,5 
12 
- 

- 
2 

2 S  

100 
- 

M+ 
- 15 
- 29 
- 15-68 
- 144 
-144-15 

R = \ V ' C H 3  
OTMS 

9 a  4 
2 S  
0,s 
1,7 

100 
1 

10a 21 
100 
- 
- 

94 
7,5 

OTMS 

R = \/\ACH3 
M+ 

- 15 
- 144 
- 15-145 

117+ 

lla 17 
100 

9 
2 
6 

R = '-''--"CH,OTMS 

M+ 12a 
- 15 
- 43 
- 68 
- 15-68 
- 121 
- 144 
- 15-145 
- 68-145 

12 
5,s 
- 

100 
3 

35 

- 
2 

13a  100 
10 
7 
12 
71 
15 
77 

a) Alle Werte sind in Prozent rel. Intensitat angegeben. 
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Der fur die TMS (= Trimethylsily1)-Ather der 1”-OH-Derivate typische Zerfall 
ist der Verlust eines Butylradikals, der bei 4a in Kombination mit RDA zum Basis- 
signal M+ - 57 - 68, bei 5a direkt zum Basissignal Mf - 57 fuhrt. Ein Verlust von 
56 Masseneinheiten tritt nicht auf, die Abspaltung der Seitenkette erfolgt also aus- 
schliesslich ohne Umlagerung. Bei den nicht silylierten Verbindungen 4 und 5 waren 
die Basissignale M+ - 15 - 68 bzw. M+; ein Seitenkettenfragment trat bei 4 nur in 
Kombination rnit RDA und Umlagerung (M+ - 68 - 56, rel. Intensitat 19%) auf. 
Bei 5 erreichten die Fragmente M+ - 57 und M+ - 56 rel. Intensitaten von 55 bzw. 
85%. 

Bei den Verbindungen 6a ,  7a und 8a beherrscht das Fragment (CH,),SiO= 
CHCH,CH,CH: (m/e 145) bei allen Ionisierungsenergien die Massenspektren. 145 
entsteht durch a-Spaltung zwischen C(1”) und C(2”) unter Retention der Ladung auf 
dem Si-haltigen Fragment. Das komplementare Fragment M+ - 145 tritt nicht auf, 
dafur aber in geringer Intensitat das Ion M+ - 144, bei 6a kombiniert mit RDA, bei 
8a allein und in Kombination rnit M+ - 15. Das bei 6a und 7a rnit je 0,5% rel. 
Intensitat auftretende Ion M+ - 43 durfte, da es bei 8a vollig fehlt, auf die bekannte 
Reaktion im Isoprenteil, nicht aber auf a-Spaltung zwischen C(2”) und C(3”)  zuruck- 
zufuhren sein. Es sol1 darauf hingewiesen werden, dass das Ion M+ - 15 sowohl durch 
die beschriebenen Reaktionen als auch durch Verlust von CH, aus einer TMS- 
Gruppe erklart werden kann. Bei den CBN-Derivaten dominiert die Aromatisierung 
von Ring B durch Verlust einer Methylgruppe an C(8), bei den CBD- und B6-THC- 
Derivaten kann keine Aussage iiber den Grad der Beteiligung der beiden Reaktionen 
gemacht werden. Ein Vergleich rnit Tabelle 2 zeigt, dass bei 6, 7 und 8 die Basis- 
signale den Fragmenten M+ - 68 - 15, M+ - 72 (entspricht dem M+ - 144 der TMS- 
Ather) bzw. M+ - 15 entsprechen. Mit Ausnahme von 7 sind die Spitzen M+ - 72 bzw. 
M+ - 73 auch in Kombination rnit anderen Zerfallsreaktionen wenig charakteristisch. 

Das bereits erwahnte Fragment M+ - 144 spielt bei den 3”-OH-A6-THC- und 
3”-OH-CBN-TMS-Athern 9 a und 10 a eine wichtige Rolle. Die Fragmentierung der 
Seitenkette erfolgt hier ausschliesslich unter Umlagerung und Retention der Ladung 
auf dem grosseren Fragment. Ionen bei ynje 144 oder 145 treten nicht auf. Bei 9a 
ist M+ - 144 Basissignal, bei 10a erreicht das Fragment eine rel. Intensitat von 94%. 
3”-OH-A6-THC (9) hat zwar das entsprechende Fragment M+ - 72 als Basissignal, 
bei 3“-OH-CBN (10) dagegen ist dieses Fragment schwach. Nur eines der vier mog- 
lichen, aus a-Spaltungen zwischen C(2”) und C(3”) oder C(3”) und C(4”) resultierenden 
Fragmente der TMS-Ather (M+ - 29 bzw. m/e 29 und M+ - 131 bzw. m/e 131), das 
Ion M+ - 29, tritt bei 9a mit sehr geringer Intensitat auf. 

Das Spektrum des 4”-OH-CRN-TMS-Athers 11 a zeigt ein typisches Signal bei 
rnje 117, das aus der a-Spaltung zwischen C(3”) und C(4”) hervorgeht und beim TMS- 
Ather von Pentan-2-01 beschrieben worden ist [16]. Dieses Fragment, das hier nur 
mit 6% rel. Intensitat auftritt, durfte bei den anderen Cannabinoiden, deren Massen- 
spektren nicht von der Aromatisierung durch Verlust der Methylgruppe an C(8) be- 
herrscht werden, rnit hoherer Intensitat vorkommen. Das Spektrum von 4”-OH- 
CBN (11) zeigt kein spezifisches Fragment. 

Bei den TMS-Athern der 5”-OH-Derivate 12a, 13a und 14a liessen sich erwar- 
tungsgemass keine typischen Fragmente finden. Auf das Vorhandensein einer Hy- 
droxyl- (bzw. Trimethylsiloxy-)Gruppe in der Seitenkette kann aus den Fragmenten 
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Mf - 68 - 145, M+ - 144 und M+ - 15 - 145, auf die Stellung der funktionellen 
Gruppe jedoch nur indirekt geschlossen werden, da die fur die l", 2", 3" und 4"-OH- 
Derivate (bzw. deren TMS-Atlier) typischen Fragmente fehlen. Die relativen Inten- 
sitaten dieser Fragmente mit Ausnahnie von 13a sind sehr schwacli. Im ganzen 
ahneln die Massenspektren von 12a, 13a und 14a denen der nicht silylierten Grund- 
korper 12, 13 und 14. 

Schema 4 fasst die typischen Fragmentierungen der TMS-Ather der drei Klassen 
zusammen. Die Kombination mit anderen Zerfallen ist liierbei nicht beriicksichtigt. 

Schema 4 
OTMS 

(+ TMSO 

2 
M+-57 

OTMS ~7 

{ W M S  

-3 
M+-144 

OTMS 

L 
145 

OTMS 

[ h s  

117 

OTMS 

M*-144 
M+-145 

Danacli ist fur die TMS-Ather der 1"-OH-Derivate das Ion M+ - 57, der 2"-OH- 
Derivate das Ion m/e 145, der 3"-OH-Derivate das Ion Mf - 144 und fur die 4"-OH- 
Derivate das Ion m/e 117 charakteristisch. Auf die negative Beweisfuhrung fur die 
TMS-Ather der 5"-OH-Derivate ist bereits eingegangen worden. 

6. Schlussbemerkung. - Aufgrund der somit erarbeiteten Daten scheint es uns 
moglich, mittels der NMR.-Spektren von in der Seitenkette hydroxylierten Meta- 
boliten von Cannabis-Inhaltstoffen und der Massenspektren ihrer TMS-Ather ein- 
deutige Zuordnungen betreffs der Stellung von Hydroxylgruppen vornehmen zu 
konnen. Wir halten es fur wahrscheinlich, dass sich die Resultate der NMR.-Spektren 
und der Massenspektren auf Metabolite ubertragen lassen, die zusatzliche Funktionen 
wie Hydroxyl-, Carbonyl- oder Carboxyl-Gruppen im Isoprenteil der Molekeln ent- 
halten. Im Gegensatz zur NMR.-Spektroskopie, die verhaltnismassig hohe Rein- 
heiten der betreffenden Substanz verlangt, kann die massenspektroskopische Me- 
thode auch auf Gemisclie angewandt werden, da im allgeineinen eine gute Trennung 
der TMS-Ather auf gas-chromatographischem Weg moglich ist und pg-Mengen fur 
die Aufnahme der Spektren geniigen. Wir halten auch eine Identifikation von Meta- 
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boliten im ng-Bereich vermittels Massenfragmentographie noch fur moglich, was 
allerdings gewisse Kenntnisse iiber den Metaboliten wie Molekulargewicht und Grund- 
typus voraussetzt, womit ein Fokussieren auf die zu erwartenden spezifischen Ionen 
moglich wird. Eine Fortsetzung dieser Arbeiten ware in einer systematischen Studie 
der Massenspektren der TMS-Ather von Cannabinoiden, die im Isoprenteil der Mo- 
lekel Hydroxylgruppen tragen, zu sehen. 

Wir danken dem N Swedish Medical Research Council)) fur die finanzielle Unterstutzung dieser 
Arbeit. 

Experimenteller Teil 

1. Allgemeines. Fur die Diinnschichtchromatographie verwcndeten wir Fertigplatten (Kiesel- 
gel G), E. Merck A.G., Darmstadt. Die gleichen Platten dienten (2.T. nach Vorreinigung durch 
3maliges Elnieren mit C6H,/Methanol 1 : 1) zur praparativen Reinigung der Substanzen. Zur 
Sichtbarmachung dienten UV-Licht odcr Echtblau-Salz-Reagens. Alle Reinheitskontrollen 
wurden auf einem Gas-Chromatograph Typ Varian 2100 (F1D.-Detektor) mit einer Saule (2 m x 
3 mm) von 3% SE-30 an Gas-Chrom Q zwischen 180" und 240" ausgefiihrt. Die lOO-MHz.-NMR.- 
Spektren wurden auf eineni Varian  XL-100 (mit F.T.)-Gerat aufgenommen. Znr Aufnahme aller 
Massenspektren diente ein Gas-Chromatograph/Massenspektronicter-Gerat vom Typ LKB 9000, 
wobei die gas-chromatographischen Trennungen wie oben erfolgten. 

2. Reinigung der Substanzen. Die Verbindungen 4 bis 10 und 12 bis 14 wurden auf DC.-Platten 
20 x 20 x 0,025 cm gereinigt (pro Platte maximal 10 mg). Als Eluens dienten AtherlPetrolather 
4: 1 ; 3 x CHClJAthanol98 : 2; CHCl,/Athanol/Aceton 88 : 2 : 10; CHC13/dthanol/Methano196 : 2 : 2 ; 
C,H,/Methanol3: 1 bzw. CHC13/Methano196: 4. Extraktion der Hauptzonen mit CH2C1,/Methanol 
9: 1 lieferte nach DC. und GC. einheitliche Substanzcn, die in athanolischer Losung unter Licht- 
ausschluss bei - 20' aufbewahrt w-urden. 

3. Darstellung der Trirnethylsilylather 4a bis 14a. Je 250 pg der Verbindungen 4 bis 10 und 12 
bis 14 und 50 pg 11 wurden mit 50 pl Bis-N, 0-trimethylsilyl-trifluoracetamid versetzt, im ge- 
schlossenen Gefass wahrend 5 Min. auf 50" erwarmt, mit abs. CH3CN auf eine Konzcntration von 
2,5 pg/pl (bzw. bei lla 0,5 pg/pl) verdiinnt (bezogen auf Edukt). Unter diesen Bedingungen ver- 
liefen alle Silylierungen quantitativ. 

Die Losungen der TMS-dther, die unter Feuchtigkeitsausschluss mehrere Tage lang stabil 
blicben, wurden direkt fur die massenspektroskopischen Untersuchungen verwendct. 

4. Analytische Daten. Die Daten der 100 MHz.-NMR.-Spektrcn von 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 
13 und 14 sind in Tab. 1 zusammengefasst. Die Massenspektren von 4 bis 14 bei 20 eV Ionisie- 
rungsenergie und die Massenspektren ihrer Trimethykilylather (4a bis 14a) finden sich in den 
Tab. 2 und 3. 
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178. Carotinoid-Glycoside 

Partialsynthese und Charakterisierung von Zeaxanthin 
Mono- und Diglucosid 

von Hanspeter Pfander und Martin Hodlerl) 
Institut fur organische Chemie der Universitat Bern, Langgass-Strasse 7, 3012 Bern 

(20. VI. 74) 

1. Mitteilung 

Zusammenfassung. Peracetyliertes Zeaxanthin Mono- und Diglucosid sowie die entsprechen- 
den freien Glucoside wurden partialsynthetisiert und mit Hilfe von UV./VIS.-, 1R.-, Massen- und 
NMR.-Spektren identifiziert. Mit den kristallinen freien Glucosiden wurden anschliessend Bestan- 
digkeitsversuche durchgefiihrt. 

Die Partialsynthese erfolgte aus cc-Acetobromglucose und Zeaxanthin (3,3’-Dihydroxy-p,P- 
carotin) nach der Methode von Koenigs & Knorr. Die freien Glucoside wurden durch Verseifen der 
pcracetylierten Verbindungen in methanolischem Kaliumhydroxid erhalten. 

Die kristallinen freien Glucoside liessen sich in Mengen von ungefahr 100 ppm (Monoglucosid) 
und 800 ppm (Diglucosid) in Wasser losen. Die wasserigen Losungen erwiesen sich als sehr bestandig 
gegen Lichteinwirkung und Kontakt mit Luftsauerstoff. Das Diglucosid erwies sich sowohl 
gegentiber der sauren (pH 3) als auch gegenuber der basischen (pH 9) Hydrolyse als bestandig. 

1 .  Einleitung. - Das Crocin, der Di-gentiobiose-ester der C,,-Dicarbonsaure 
Crocetin, war lange das einzig bekannte Carotinoid-glycosid [l] [ 2 ] .  

In letzter Zeit wurden aus Algen [3] [4] und Bakterien [5]-[7] eine ganze Reihe 
von weiteren Carotinoidglycosiden isoliert. 

Versuche zur Partialsynthese solcher Verbindungen sind bis heute, abgesehen 
von einer Ausnahme, nicht durchgefiihrt worden. Einzig Jensen et al. [5] haben rnit 
der Methode nach Koenigs & Knorr [8] aus l’-Hydroxy-2’-oxo-l’, 2’-dihydrotorulin 
und Acetobromglucose mit einer Ausbeute von 5% 2’-Oxo-phleixanthophyll-tetra- 
acetat synthetisiert, wobei das Produkt jedoch nicht kristallin isoliert werden konnte. 

Im Hinblick auf Vergleichsmoglichkeiten bei der Untersuchung natiirlich vor- 
kommender Carotinoidglycoside einerseits und zum Studium der Eigenschaften 
solcher Verbindungen andererseits, sind solche Partialsynthesen von grossem Inter- 
esse. 

l) 2. Teil der Dissertation von M .  Hodler, Universitat Bern, 1973. 




