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Hydroxylamin/Eisen(lll)chlorid, ein stereospezifisches Farbreagenz fiir
Mandelsidurenitrilglycoside

ULRICH SCHWARZMAIER
Institut fiir Organische Chemie®, Neue Universitit, D-23 Kiel (G.F.R.)
(Eingegangen am 13, Mai 1975)

Die Mandelsidurenitrilglycoside stellen die grésste Gruppe unter den cyano-
genen Glycosiden dar!. Bedingt wird ihre relativ grosse Zahl u.a. durch die Fihig-
keit, aufgrund der asymmetrischen Struktur des Aglycons als D- und L-Formen auf-
zutreten. Friiher bediente man sich bei der Bestimmung der Konfiguration der Polari-
metrie, heute werden dazu weitgehend magnetische Kernresonanz (NMR)?~* und
Gaschromatographie (GC)* herangezogen. An einer technisch weniger aufwendigen
Bestimmungsmethode testeht Bedarf.

Bei einer Untersuchung des Racemisierungsverhaltens von Mandelsdure-
nitrilglycosiden zeigte sich, dass die Diastereomeren mit einem Aglycon der pD-Form
jene mit einem L-Aglycon an CH-Aciditit iibertreffen und dass demzufolge die auf
nucleophiler Addition an die Nitrilgruppe beruhenden Nebenreaktionen bei den D-
Isomeren merklich schneller verlaufen als bei den L-Formen3. In den Amidoximen®,
die sich bei Einwirkung von Hydroxylamin aus den Nitrilglycosiden bilden, wurden
auf Kieselgelschichten leicht erzeugbare chromogene Derivate gefunden, die dieses
charakteristische Verhalten beim Besprithen mit Eisen(11l)chlorid auch im diinn-
schichtchromatographischen (DC) Farbtest widerspiegeln und daher nicht nur zum
Nachweis, sondern auch zur Bestimmung der Konfiguration von Mandelséurenitril-
glycosiden geeignet sind. Da die einfache stereospezifische Farbreaktion sich bei
unseren phytochemischen Arbeiten ebenso wie der kiirzlich von uns entwickelte
Nachweis mit 2,3,5-Triphenyltetrazoliumhydroxid’ vorziiglich bewéhrt hat, mdchten
wir in dem vorliegenden Beitrag dariiber kurz berichten.

MATERIAL UND METHODE

DC-Platten mit Kieselgel GF,s, (E. Merck, Darmstadt, G.F.R.) werden mit
steigenden Mengen (1.0-10.0 g, aus Mikropipetten) verschiedenen Mandelsédure-
nitrilglycosiden sowie methanolischen Extrakten bekannter Stammdrogen! getiipfelt,
mit wassergeséttigtem Chloroform-~Methanol (2:1) entwickelt und nach dem Trocknen
zunédchst mit einer L&sung von 4.59;, Hydroxylamin und 4.59% Hydroxylaminhy-
drochlorid in verdiinntem Athanol, dann nach 15 min mit einer 1.25 % methanolischen
Losung von Eisen(IlI)chlorid bespriiht. Die benétigte Hydroxylaminldsung lédsst

* Direktor: Prof. Dr. A. Mondon.
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sich folgendermassen herstellen: Zu 14.0 g Hydroxylaminhydrochlorid in 20 ml
Wasser gibt man unter dusserer Eiskiihlung und Riihren portionsweise 9.5 g fein ge-
mahlenes wasserfreies Kaliumcarbonat. Wenn die Gasentwicklung beendet ist, fiigt
man 80 ml Athanol hinzu, rithrt bei 0° weitere 30 min und filtriert. Die Lésung hat
einen pH-Wert von 5.0-5.5 und im Kiihlschrank eine Haltbarkeit von ca. 10 Tagen.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Mandelsdurenitrilglycoside mit pD-Konfiguration wie z.B. Prunasin, Taxi-
phyllin, p-O-Methyltaxiphyllin®8, Amygdalin und Vicianin geben sofort rotbraune
Farbflecken auf farblosem Grund, wihrend L-Isomere wie z.B. Sambunigrin, Dhur-
rin, p-O-Methyldhurrin®® und Neoamygdalin® erst allmihlich mit zuniichst hell-
brauner Farbe in Erscheinung treten. Nicht nur die Anfirbung, sondern auch die
anschliessenden charakteristischen Farbwechsel erfolgen bei den L-Derivaten mit
erheblicher Verzégerung. Wihrend die p-Isomeren bereits nach 1 h die fiir Amid-
oxime typischen stahlblauen Flecken zeigen, haben die L-Formen dann gerade eine
rotbraune Farbe angenommen (Tabelle I). Auf diesem sehr augenfiilligen Farb-
unterschied nach 1 h beruht die Stereospezifitit des Nachweises. Bei L-Glycosiden
tritt die stahlblaue Fidrbung erst nach 9 h auf. Nach 24 h zeigen die Flecken in beiden
Fillen die gleiche intensive, aber uncharakteristische dunkelbraune Endfarbe.

Die Nachweisempfindlichkeit betrigt 3 ug bei Glucosiden und 5 ug bei Bio-
siden. Fiir eine sichere Konfigurationsbestimmung werden etwa 10-15 ug Substanz
und als Vergleichsproben die gleichen Mengen verschiedener p- und L-Glycoside
benétigt. Wenn reine Stoffe vorliegen, eriibrigt sich die chromatographische Ent-
wicklung.

TABELLE I

ZEITLICHE FARBWECHSEL BEI p- UND L-MANDELSAURENITRILGLYCOSIDEN NACH
DEM BESPRUHEN MIT HYDROXYLAMIN/EISEN(III)CHLORID .

Tréger: Kieselgel GFas4 (E. Merck, Darmstadt, G.F.R.). Firbung: r = rotbraun, h = hellbraun,
s == stahlblau, d = dunkelblau, db = dunkelbraun.

Dia;i;’feonlc;;; . -}Qeakﬁ;}n.s‘zeir - o
1Smin 60 min 9h 24 h

p-Form r ) d db

L-Form h r ) db

Fiir den mechanistischen Verlauf der Anlagerungsreaktion ergibt sich aus
den Farbwechseln, dass die Mandelséurenitrilglycoside bei der Uberfiihrung in die
Amidoxime nicht racemisiert werden. Das Hydroxylamin greift also nicht als Base
den aciden Methinwasserstoff an, sondern als Nucleophil den Nitrilkohlenstoff. Be-
merkenswert ist ausserdem, dass bei Taxiphyllin und Dhurrin, die in Gegenwart von
Basen ausserordentlich leicht in p-Hydroxybenzaldehyd, Blausiure und Glucose zer-
fallen®, keine Zersetzung erfolgt.

Beim Bespriihen der Drogenextrakte zeigt sich, dass die Phenole aufgrundihrer
andersartigen Mobilitit nicht stéren. Auch die Eigenfidrbung von Taxiphyllin und
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Dhurrin mit Eisen(IlI)chlorid fillt wegen ihrer verschwindenden Intensitit nicht ins
Gewicht. Will man phenolische Gruppen trotzdem ausschalten, so geniigt es, die
Extrakte vor der chromatographischen Auftrennung mit iiberschiissigem Diazomethan
zu veridthern. Die p-O-Methylderivate, in die Taxiphyllin und Dhurrin dabei iiber-
gehen, weisen die fiir die Konfiguration typische Firbung ebenfalls auf. Ganz klar
geben sich die Bliitter und Triebe von Prunus padus L. (Prunasin), die Nadeln von Taxus
baccata L. (Taxiphyllin), die Samen von Prunus amygdalus var. amara Baill. (Amyg-
dalin und Spur Prunasin!®) und die Samen von Vicia angustifolia Grufb. (Vicianin)
als pD-Mandelsédurenitrilglycosiddrogen, die Blidtter und Triebe von Sambucus nigra
L. (Sambunigrin) und die Sdmlinge von Sorghum vulgare Pers. (Dhurrin) als L-
Glycosiddrogen zu erkennen (Tabelle 11). Auch Neoamygdalin, das als Artefakt bei

der Racemisierung von Amygdalin auftritt®, fiigt sich vorziiglich in das vorliegende
Farbschema ein.

TABELLE 11

FARBUNG VERSCHIEDENER MANDELSAURENITRILGLYCOSIDE UND ZUGEHO-

RIGER STAMMDROGEN | h NACH DEM SPRUHEN MIT HYDROXYLAMIN/EISEN(ID-
CHLORID

Tréger: Kieselgel GF,s4 (E. Merck, Darmstadt, G.F.R.). Laufmittel: wassergesiittigtes Gemisch von
Chloroform—Methanol (2:1). Abkiirzungen: s == stahlblau; r = rotbraun; A = Artefakt:; b und
L = D= und r-Konfiguration.

Test Glycosid Droge Ry-Werr Konfigu-  Fiir- Grenzkonzen-
No. ration bung tration (1g)
1 Prunasin Prunus padus L. 0.78 D S 3
2 Sambunigrin Sambucus nigra L. 0.78 L r 3
3 Taxiphylilin Taxus baccata L., 0.62 D S 3
4 Dhurrin Sorghum vulgare Pers, 0.62 L r 3
5 p-O-Methyl-

taxiphyllin A 0.81 D s 3
6 p-O-Methyldhurrin A 0.81 L r 3
7 Amygdalin Prunus amygdalus var,

amara Baill, 0.49 D s 5

8 Neoamygdalin A 0.49 L r 5
9 Vicianin Vicia angustifolia Grufb. 0.54 D S 5

Von besonderem Interesse ist der stereochemische Befund bei Taxiphyllin
und Dhurrin, deren Konfiguration sich nur durch NMR-Vergleiche aufkliren liess2.
Durch den Farbtest werden die erhaltenen Ergebnisse auf unabhingige Weise be-
stédtigt. Auch das kiirzlich von uns aus Taxus baccata L. isolierte cyanogene Glycosid
lasst sich durch DC eindeutig als Taxiphyllin identifizieren3.

Bemerkenswerte Konsequenzen ergeben sich fiir Sambunigrin. Sowohl DC
als auch NMR? sprechen dafiir, dass es in Sambucus nigra L. entgegen einer kiirzlich
erfolgten Angabe* doch optisch rein vorliegt und dass es sich bei dem als Begleitstoff
nachgewiesenen Prunasin um ein durch Chromatographie an neutralem Al,O; er-
zeugtes Aufarbeitungsartefakt handelt.

Der Nachweis fiir Mandelsidurenitrilglycoside hat gewisse Ahnlichkeit mit dem
Hydroxamséduretest!! fiir Carbonsiurederivate. Um der enormen Alkaliempfindlich-
keit der Nitrilglycoside und der Sdureempfindlichkeit der Amidoxime Rechnung zu
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tragen, verwendet man im vorliegenden Fall statt einer alkalischen jedoch eine schwach
saure Hydroxylaminlésung und statt einer angeséuerten Eisen(lII)chloridlssung eine
solche ohne Sédurezusatz. Es hat sich gezeigt, dass Carbonsidurederivate unter diesen
speziellen Bedingungen im Gegensatz zu den Nitrilglycosiden nur mit schwacher
Farbe erfasst werden.

Andere Ubergangsmetalisalze als Eisen(I11l)chlorid, von denen verschiedene
bekanntlich ebenfalls intensivfarbige Komplexe mit Amidoximen bilden!?''3, sind bis-
her nicht von uns verwendet worden.

Erwartungsgemiss werden auch andersartige cyanogene Glycoside wie z. B\
Linamarin, Lotaustralin, Triglochinin und Gynocardin von Hydroxylamin/Eisen(111)-
chlorid mit briunlicher Farbe erfasst, jedoch aus Griinden der geringeren Reaktivitit
mit erheblich verminderter Intensitiit.
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