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Abstraet--v-Mandelonitrile-//-glucoside (prunasin) is found in the stems of the fruits of Prunus avium, in- 
creasing in amount with ripening to 0-35~o. It was identified by thin layer, paper and gas-liquid chromato- 
graphy. Its quantitative determination by gas-liquid chromatography is described. 

Zmammm[a~@mil--D-Mandels~urenitril-~-Glucosid (Prunasin) wird in den Fruchtstielen von Prunus avium 
L. gefunden. Der Gehalt steigt wahrend der Wachstumsperiode bis etwa 0,35~o an. Prunasin wird diinn- 
schicht-, papier- und gaschromatographisch identifiziert. Eine gaschromatographische quantitative Bestim- 
mungsmethode des Glycosides wird angegeben. 

E INLEITUNG 

ZAW-R~CHE Species in der Familie der Rosaceae synthetisieren cyanogene Glycoside. l 
Bisher wurden drei Glycoside nachgewiesen: D-Mandels~urenitril-~-gentiobiosid (Amygda- 
lin), D-Mandels~iurenitril-~-glueosid (Prunasin) und ein Gemiseh aus Prunasin und L-Mandel- 
s~urenitril-~-glucosid (Prulaurasin). 2'3 Letzteres mu6 jedoch als Isoliemngsartefaet ange- 
sehen werden. 4 L-Mandels~urenitril-~-glucosid (Sambunigrin) wurde u.a. aus Sambucus 

nigra L., einer Caprifoliaceae, erhalten. 2 
Die Unterfamilie der Prunoideae stellt eine besonders groBe Anzahl Vertreter mit derar- 

figen Glycosiden. Diese wurden bei ihnen in fast allen Organen naehgewiesen. Am h[iufig- 
sten und in groBer Menge wurden sie zun[ichst aus den Samen isoliert; weiterhin aus Bl[ittem, 
Zweigen, Rinden und Bliiten. Das cyanogene Prinzip de rSamen  ist vielfaeh Amygdalin, in 
den iibrigen Teilen der Pflanze wurde zumeist Prunasin naehgewiesen. 2 

In der Sii6kirsehe, Prunus avium L., wurde so in den Samen nur Amygdalin gefunden. 2, 3,5 
Uber das Vorkommen weiterer Glycoside au6erhalb des Samens, in Bliiten und Friichten, 
liegen in der Literatur keine sicheren Angaben vor. 2 

ERGEBNISSE 

I m  Verlauf der Untersuchungen yon Organen der SiiBkirsehe auf  cyanogene Glycoside 
fanden wir naeh enzymatischer Hydrolyse mit  Emulsin unerwartet hohe Gehalte an 
Blaustiure in den Fruchtstielen. Untersueht wurde der Methanol-Aethylaeetat-Extrakt der 

R. I-I~NAUER, Pharm. Ztr. Halle 99, 322 (1960). 
2 Handbuch der Pflanzenanalyse, III/2, p. 1058 ft., Springer-Verlag, Berlin (1932). 
3 W. KARReR, Konstitution und Vorkommen der organischen Pflanzenstofl'e, p. 947 iT., Birkhliuser Verlag, 

Basel-Stuttgart (1958). 
4 V, PLOUVn~, C.R. Acad. Sci., Paris 200, 1985 (1935). 
5 G. I-Iw3z, lllustrierte Flora yon Mitteleuropa, IV[2, p. 1084, Lehmanns-Verlag, Mfinchen (1906). 
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mit Petrolaether vorextrahierten, gefriergetrockneten Stiele. In dem mit Wasser aufgenom- 
menen Extrakt wurde nach Hydrolyse mit Emulsin die Blaus/iure nach Aldridge 6 modifiziert 
nach Kr011er ~ besfimmt. In den Sfiden der Bliiten wurde keine, nach Befruchtung der Bliiten 
wenig Blausliure gemessen gefolgt yon einem steilen Anstieg Dis etwa 0,03 ~o zur Zeit der 
Fruchtreife. Anschlieflend fiel der Gehalt bis auf 0,025 % bei Sfielen der iiberreifen Friichte 
ab (Tabelle 1). 

TABELLE 1. BLAUS,KURE- UND PRUNASINGEHALTE VERSCHIEDENER VEGETATIONSSrADIEN DER FRUCHTb*TI~LE 
Nxc~ ENZVM,,,mCtmR (ENZ'VM) U ~  GASCmtOMATOCRAPmscHE~ (C,C) B ~ G  

Probe vom: CN' (enzym) (ppm) Prunasin (gc) (ppm) CN' daraus ¢rreclm (ppm) 

19.4.69 0 --  - -  
10.5.69 3 - -  - -  
4.6.69 189 2034 180 

20.6.69 323 3470 307 
4.7.69 281 2880 255 

18.7.69 251 2540 225 

Ohne Zusatz von Emulsin zum Extrakt wurde keine Blaus~iure im Destillat nachgewiesen. 
Das freigesetzte CN' kann demnach nur aus glycosidischer Bindung stammen. 

Zur Charakterisierung des cyanogenen Prinzips der Fruchtstiele arbeiteten wir 50 g 
Trockensubstanz nach Schema 1 auf. Im Eluat wurde diinnschicht- und papierchromato- 
graphisch im Vergleich mit Amygdalin und daraus nach Fischer s hergestelltem Prunasin 
R~,-Wert-Gleichheit mit Prunasin nachgewiesen. Zur Detektion verwendeten wir die emp- 
findliche und iiul3erst spczifische Methode nach Bonnet und Tapper 9 in Modifikation. 

Ein Tell des Eluates wurde nach Silylierung ~°'l~ gaschromatographisch untersucht. 
An SE 30 ergaben Vergleiche mit Reinsubstanzen und Additionsanalyse Prunasin (Abb. 1 
und 2). Aus Prunasin durch Behandeln mit 0.005 N Ammoniak hergestelltes Prulaurasin 12 
wurde an ECNSS-M in die diastereomeren D- und L-Formen getrennt. Im Stielextrakt wurde 
an dieser Trennphase ebenfalls D-Mandels/iurenitril-fl-glucosid (Prunasin) nachgewiesen 
(Abb. 3). 

Zur Priifung der Frage, ob alles enzymatiseh bestimmte Cyanid aus Prunasin stammt, 
wurde eine quantitative gaschromatographische Bestimmungsmethode der Glycoside an 
SE 30 ausgearbeitet. Die Abtrennung st6render Pigmente wurde mit einer Polyamidtrock- 
ens~iule, die Abtrennung der meisten Zucker mit einer Cellulose-Trockens~ule erreicht. 
Der Aufbereitungsgang entspricht im Prinzip dem Schema 1. 

Nach weitgehender Standardisierung der ver/inderlichen Parameter (Extraktionszeit, 
Sorbentien, Eluatmengen) wurde mit Reinsubstanzen der Vedust an Glycosiden bestimmt. 
Prunasin wurde zu 76,7~:2 % wiedergefunden. Als innerer Standard diente Tdphenylbcnzol 
(TPB)J 3 Der Standardkorrekturfaktor Prunasin/TPB wurde zu 1,211 d: 0,087 ermittelt. 

6 W. N. ALDnn~, Analyst 69, 262 (1944). 
E. Kn6LL~X, Z. Lebensm. Untersueh.-Forsch. 127, 130 (1965). 

s E. FISCHER, Ber. Dtsch. Chem. Ges. 28, 1508 (1895). 
9 W. D. BENNET und B. A. TAPPER, J. Chromatog. 34, 428 (1968). 

1o C. C. SWEELEY, R. BEtCrLEY, M. MAKrrA und W. W. WELLS, 3. Am. Chem. Soc, 85, 2497 (1963). 
it T. FtmtrY^, J. Chromatog. 18, 152 (1965). 
~2 BEILSTEIN, Beilstein's Handbuch der organischen Chemic, 4. Aufl. Bd. 31, Springer Vel. Berlin (1938). 
t3 A. R. PIERCE, H. N. GRAHAM, S. GLASSNER, H. MADLIN und J. G. GONZALEZ, Analyt. Chem. 41, 298 (1969). 
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ABB. 1. GASCHROMATOGRAMM DER REINSUBSTANZEN AN SE 30. 1 : PRUNASIN, 2: TRIPHENYLBENZOL, 
3: .dtaMIYGDALIN. 
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Die gute Obereinstimmung zwischen der enzymatischen Blaus{iure- und der gasch ro- 
matographischen Glycosid-Bestimmung zeigt Tabelle 1. d 

1'. avium enth~ilt neben dem bereits bekannten Amygdalin im Samen als zweites Glyc o,i 
in den Fruehtstielen Prunasin. )~danliche Ergebnisse wurden bei P. laurocerasus erhalten, wo 
im Samen Amygdalin, in den Bl~tttern Prunasin nachgewiesen wurdeJ 4 Verschieden gly c o- 
sidierte Aglyca kOnnen auch in demselben Organ vorkommen, wie in jtingster Zeit bei Thalic- 
trum aquilegifolium gefunden wurde) 5 

t 4 p. SFIV~T, Blaus~ure-Verbindungen in PAEcH-TRACEY: Moderne Methoden der Pflanzenanalyse IV, p. 676 
Springer Verlas, Berlin (1955). 

,s D. SHArtI't~S und I. R. STO~R, Phytochem. 8, 597 (1969). 

ABe. 2. GASCHROMATOGRAMM EINES STIELEXTRAKTES AN SE 30. 1 : PRUNASIN, 2: TRIPHENYLBENZOL. 
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ABB. 3. GASCH~OMATOGRAMM DER D~3"EItEOM~P.~ GLUCOS~DE ~ E ~ S  STt~LEXTP.AKT~ AN 
ECNSS-M. I:  P R U N e ,  2: PRULA~AS~, 3: S T ~ T .  

Trockensubstanz 

Extraktion mit Petrol,~ther 
Extraktion mit geth./ ,~thylacetat (Azeotrop) 

1 
Einengen, mit Wasser aufnehmen 

~ P o l y a m i d s i i u l e ,  t r o c k e n  

FM: Wasser 

Eluat einengen, auf Cellulose aufziehen 

~ Celluloses~lule, trocken 
FM : wasserges. Butanol 

Eluat einengen, mit Methanol aufnehmen 

SCHEMA 1. AUFARBEITUNGSGANG DER STIELE. 

Das Vorkommen zweier verschiedener Blaus[iureglycoside in eng zusammenliegenden 
Organen wie bei P. avium aufgezeigt bietet experimentelle Ans~itze zur Kl~irung der Frage des 
Glycosid-Transportes und der Glycosidierung der Aglyca. 

E X P E R I M E N T E L L E R  T E I L  

Material 
Fruchtstiele werden yore Baum in fltissigem Stickstoff gesammelt, in fliissigem Stickstoff zermalden und 

gefriergetrocknet. Das Untersuchungsgut wird bei -25  ° gelasert. 
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Bestinunw~ der Blf~usaure 

0,3 g Trockensubstanz werden 3 hr mit Petrolaether am Soxhlet vorextrahiert. Nach Entfernung des 
Petrolaethers wird 3 x 3 hr mit deal Azeotrop aus Methanol und EtOAc 16 extrahiert. 1/5 Der ve~inigten 
Extrakte wird zur Blausaurebestimmung eingesetzt. Die Bestimmung wird in der yon Kr611er 7 vorge- 
schlagenen Apparatur vorgenoramen. 

Nach Einengen am Vakuumrotationsverdampfer wird mit Wasser aufgenommen trod nacheinander hinzu- 
geftigt: 50 ral Citratpuffer pH 6, 500 rag Semicarbaziddihydrochiorid mit NaOH auf pH 6 eingestellt, 1 ral 0,1 
M AeDTE-L6sung, 40 rag Emulsin (Fluka). 

Sofort nach Emulsinzngabe wird die Apparatur verschlossen, Stickstoff durchgeleitet und 4 hr bei ca. 40 ° 
unter Umriihren hydrolysiert. In der Vorlage befinden sich 10 ral 0,5 N NaOH. 

Anschlielk-nd wird der Ansatz 1 hr lang zum Sieden erhitzt. Nach Abkfihlen werden nochmals 20 rag Eraul- 
sin hinzugeffigt und die Hydrolyse wie oben wiederholt. In der Vorlage wird die Blausaure nach KrOller 7 
bestirarat. 

Papier- und Diinnsehichtchromatographie 

DC: Sorbens: Cellulose, luftgetrocknet, oder Fertigplatten (Merck). Flieflraittel: wassergesattigtes 
Butanol, Kamraersattigung; Laufstrecke 15 cm; RrWerte: Prunasin: 0,7; Amygdalin: 0,3. 

PC: Papier Schleicher und Schtill Nr. 2043 b. FlieBraittel: Butanol-Pyridin-Wasser (6:4: 3); Laufstrecke 
12 cra; Rt-Werte: Prunasin: 0,75, Amygdalin: 0,55. 

Detektion. Die trockene Platte oder das Papier werden rait einer Mischtmg aus gleichen Teilen 0,1 M 
p-Nitrobenzaldehyd- und 0,1 M Dinitrobenzol-L6sung in Methylcellosolve bespriiht. Nach dera Trocknen 
wird rnit einer 0,1 ~/oigen L6sung yon ~-Glucosidase (Serva) in Phosphatpuffer (pH 7,9) nachgespriiht. Die 
Platte oder das Papier werden sofort mit einer Polyaethylenfolie, Schaumstoff und einer Abdeckplatte zu 
einera Sandwich verschiossen. Die Hydrolysezeit betragt 30 rain. Nach dem Offnen wird mit einer 2 ~/oigen 
L6sung von NaOH in Wasser-Aceton (1:2) bespriiht. Die Platte oder das Papier werden kurze Zeit im 
Trockensehrank bei ca. 80 ° belassen. Cyanogene Glycoside erscheinen als violett-blaue Flecken. Erfassungs- 
grenze ca. 5-10/zg. 

Gaschromatographische Bestiramung der Glycoside 

4/5 des Extraktes zur Blausaurebestimmung werden zur Trockne eingeengt, mit 2 mi Wasser aufgenoraraen 
und tiber 3,0 g Polyamid (Woelra) trocken eingeffillt chromatographiert. Mobile Phase: Wasser. 12 ral Eluat 
werden aufgefangen, zur Trockne eingeengt, mit etwas Methanol aufgenommen und auf 0,5 g Cellulose 
aufgeT.ogen. Die Cellulose wird auf den Kopf einer Cellulose-Trockens~tule gegeben (4,5 g Cellulose 24 hr 
mit Methanol am Soxhlet extrahiert, im Trockenschrank bei 120 ° getrocknet). Mobile Phase: Wasserges. 
Butanol. 12 ral Eluat werden aufgefangen, am Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt, rait 5 ml Wasser 
aufgenommen und gefriergetrocknet. 

Zum trockenen Ansatz wird 1 mg TPB als innerer Standard zugesetzt, in wasserfreiem Pyridin gel6st und 
mit 0,2 ral Hexamethyldisllazan und 0,1 ral Trimethylchlorsilan vers~zt. Es wird 1 rain gut gesehfittelt and 
1-2 hr stehen gelassen. 2-4/A werden zur GC eingesetzt. 

GC-Bedingungen: 

Geflit: Varian Aerograph Modell 1200 
Saule: Stahl, 1,50m x 1/8 in. 3 ~ S E  30auf Kupfer, 1,80 x 1/8 in. 3 ~o ECNSS-M auf 

Varaport 100-120 mesh Gaschrom Q 100-120 mesh 
Temperatur: 190-270 °, 2°/min 155 ° 
Detektor: FID, 300 ° FID, 310 ° 
Injektor: 270 ° 240 ° 
Tr~gergas: Stickstoff 25 ml/min Stickstoff 20ml/rain 

Die quantitative Ausertung tier Peaks erfolgt gegen TPB planimetrisch. 

16 Handbook o f  Chemistry and Physics, 48. Edit. The Chemical Rubber Co., Cleveland, Ohio (1967-1968). 


