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A. Nahrstedt 

Die Isomerisierung von Amygdalin und Homologen*) 

Aus dem lnstitut fur Pharmazeutische Biologic der Universitat Freiburg i. Brsg. 
(Eingegangen am 18. Dezember 1974). 

Es wird die lsomerisicrung von Amygdalin im chiralen Zentrum des Aglykons in verschiedenen 
Losungsmitteln und in Abhangigkeit von Tempcratur und pH untersucht. Rcaktionsordnung, 
Ceschwindigkeitskonstanten und Aktivierungsenergien werden angegebcn. Auf Crund dieter 
Daten wird ein Vorschlag zum Reaktionsmechanismus gemacht und die Redeutung dcr Befunde 
fur die Bearbcitung von Benzaldehydcyanhydringlykosiden diskuticrt. 

The Isomerisation of Amygdalin and Its Homologues 

The influence of temperature, pH and different solvents on  isomerisation in the chiral centre 
of amygdalin is investigated. The order of reaction, constants of velocity and activation 
energies are given. The possible mechanism of this reaction and the importance of these 
findings with regard t o  treatment of mandelonitrile glycosides are discussed. 

Benzaldehydcyanhydringlykoside besitzen im Aglykon ein chirales Zentrum, dessen 
Konfiguration unter Einwirkung schwacher Basen (z.B. 0,005 N NH4 OH) umkehrbar 
ist' ) : 

(R)  -Konf.  
I b R e i h C ,  

(S) -Konf.  
1.- H e i  h e  

Nach unseren Untersuchungen an einer Reihe von Benzaldehydcyanhydringlyko- 
siden stellt sich bei der lsomerisierung in Ammoniak ein Gleichgewicht von ca. 43 '% 
(R)- zu ca. 57 "/c (S ) -  Form ein2). Die entstandenen Diastereomerengemische lassen 
sich gaschromatographisch als TMS-Aether gut trennen293). 

* Herrn Professor Dr. Richurd Pohl zum 65. Ceburtstag am 28. Juni 1975 gewidmet. 
1 Beilsteins Handbuch der org. Chemic, 4. Aufl. Bd. 31 Springer Verlag, Berlin 1938. 
2 A. Nahrstedt, Planta mcd. 24, 83 (1973). 
3 A. Nahrstcdt, Phytochemistry 12, 2799 (1973). 
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Diastereomerengemische als lsolierungsartefakte von Cyanglykosidcn sind in der alteren Lite- 
ratur haufig zu finden, so z.B. das lange Zeit als cinheitliches Cyanglykosid bctrachtete Prulau- 
rasin4), ein aus Prunasin (R)  und Sambunigrin (S) bestehendcs Gemisch5). I n  jungster Zeit sind 
erneut Diastereomerengemischevon Cyanglykosiden aus einer Pflanze isoliert worden: Holocalin/ 
Zierin aus Holocalyx b a l a n ~ a e ~ ~ )  und Prunasin/Sambunigrin aus Sambucus nigra'). Diesc Er- 
gebnissc sind deshalb erstaunlich, weil im Verlauf der Biosynthese cyanogencr Glykoside aus 
Aminosiiuren') am Beispiel von Lotaustralin gezeigt wurde, dal3 die Konfiguration am PC-Atom 
der Aminosiure i i b e r  alle Biosvntheseschritte erhalten bleibt') und die Einfuhrung der Hydroxyl- .~ 

gruppe, die dann glykosidiert wird, stereospezifisch von eincr mischfunktionellen Oxygenase 
erfolgt9)'O). 

Inzwischen wurden uns Amygdalin-Praparate pro injectione (Verwendung siehe 
bei")) zur Prufung vorgelegt, die simtlich Diastereomerengemische aus Amygdalin 
(R) und Neoamygdalin (S) enthielten, obwohl sie pH-Werte im sauren Bereich auf- 
wiesen; das Amygdalin war jedoch bei .der Konfektionierung der Ampullen in wai3- 
riger Losung erhitzt worden. 

Es erschien uns deshalb sinnvoll, mit Hilfe gaschromatographischer Methoden') 
die Gesetzmaaigkeit der lsomerisierung anhand der Modellsubstanz Amygdalin 
naher zu untersuchen, vor allem im Hinblick auf Isolierungs- und Aufreinigungs- 
methoden fur diese Substanzklasse. 

turen ohne konkurrierende Abbaureaktionen isomerisiert. Bei konstanter Temperatur 
von 100" zeigt die Isomerisierung den in Abb. 1 gezeigten zeitlichen Verlauf. Unter 
Berucksichtigung der Ruckreaktion entspricht das Konzentrations-Zeit-Diagramm 
einer Reaktion erster Ordnung mit den Geschwindigkeitskonstanten kB = 3,4 x 10-4 
und kR = 2,6 x 10-4.Bestimmt man den Umsatz nach einer fur alle Experimente 
konstanten Zeit von 2 h bei verschiedenen Temperaturen, so erhalt man das in Abb. 2 
gezeigte Diagramm. Die aus diesen Werten ermittelte Aktivierungsenergie nach der 
Arrhenius-GleichungI2) liefert fur Amygdalin eine Aktivierungsenergie von etwa 
21 kcal/Mol in Wasser. 

Bei hoheren Temperaturen lauft die lsomerisierung auch in absol. Xthanol ab, 
(Abb. 2). Die Ermittlung der Aktivierungsenergie ergibt fur Xthanol eine Aktivie- 

Vorversuche zeigten, da8 Amygdalin bereits in dest. Wasser bei hoheren Tempera- 

4 M. Hadders und C. Wehmer in: Handbuch der Pflanzenanalyse Bd. 111/2, Springer Verlag, 
Wien 1932. 

5 V. Plouvier, C.R. hebd. Siances Acad. Sci. Paris 200, 1985 (1935). 
6 R. Gmelin, M. Schuler und E. Borda\: Phytochernistry 12, 457 (1973). 
7 S.R. Jcnsen und B.J. Nielscn: Acta chem. scand. 27, 2661 (1973). 
8 E.E. Conn, Biochem. SOC. Symposia 38, 277 ( I  973). 
9 H.  Zilg, A. Brian, A. Tapper und E:E. Conn: J. biol. Chemistry 247, 2348 (1972). 

10 F.H. Bisset, R.C. Clapp, R.A. Coburn, M.G. Ettlingcr und L. Long: Phytochemistry 8. 
2235 (1969). 

11 P.G. Reitnauer, Arzneimittel-Forsch. 22. 1347 (1972). 
12 H.R. Christen, Grundlage der allgemeinen und org. Chemie, Sa lk  Verlag, Frankfurt/M. 1969. 



30817.5 Isomerisierung von Am ygdalin 905 

Amygdalin, H20, 100' 

,. Neo Amy. 
Amy. 

, j t x 1 0 2  becj 
,RISIII] 6 12 18 2L 30 36 L2 68 54 60 66 72 78 86 90 Abb. 1 

Abb. 2 

rungsenergie von etwa 30 kcal/lVol, die erwartungsgemafi grofier ist als diejenige 
fur Wasser. Wird die Polaritat des Losungsrnittels weiter reduziert, etwa durch Wahl 
des Azeotropes Methanol/A thylacetat, das wir zur Extraktion cyanogener Glykoside 
~ e r w e n d e n ' ~ ) ,  tritt innerhalb der Versuchsdauer Neoamygdalin als Reaktionsprodukt 
erst weit oberhalb des Siedepunktes des Azeotropes (61,5") auf (Abb. 2). Die rech- 
nerische Ermittlung der AktiviemngsenergieI2) lieferte fur das Azeotrop eine Akti- 
vierungsenergie von etwa 60 kcal/Mol. 

Aus den bisherigen Daten ist bereits zu entnehmen, da8 eine alkalische Losung 
fur die lsomerisiemng nicht notwendig ist. Versuchsansatze von 30 min Dauer bei 
60' in gepuffertem Wasser bestatigten dies. Danach setzt unter den gewahlten Bedin- 
gungen bereits bei einern pH von weniger als 7 die Isornerisierung deutlich ein. Eine 

I3 A .  Nahrsfedf, Dissertation Frciburg 1971. 
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Steigerung der OH-Ionen-Konzentration fuhrt zu einer Beschleunigung der Reaktion 
und zu einer Zunahme der Ceschwindigkeitskonstanten von uber zwei Zehnerpotenzen 
zwischen pH 6,20 und 7,75 (Abb. 3). 

Ausgehend von der Molekulstruktur und den erhaltenen MeBdaten schlagen wir 
folgenden Reaktionsmechanismus fur die Isomerisierung vor: 

'"G"' 
1 

Auf Grund der stark elektronenziehenden Gruppen am Asymmetriezentrum des 
Aglykons ist zu erwarten, dai3 der Wasserstoff als Proton abspaltbar ist14). Hieraus 
resultiert ein ausreichend resonanzstabilisiertes Carbanion, dessen pyramidale Struk- 
tur umklappen kann und damit zu einer Konfigurationsumkehr am chiralen Zentrum 
fuhrt. Die Gleichgewichtseinstellung erfolgt auf der Stufe des Carbanions; nach der 
elektrophilen Substitition durch Losungsmittelprotonen liegen beide diastereomeren 
Glykoside vor. 

14 E.S. Could, Mcchanismus und Struktur in der org. Chernir, Verlag Chemie, Wcinheirn 1962. 
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Die Ablosung des Protons erfolgt bei der Bildung von Carbanionen relativ langsam14) 
sie bildet den die Reaktionsgeschwindigkeit der Isomerisierung bestimmenden Schritt, 
welcher sich zumindest fur Wasser mit dem gemessenen Reaktionsablauf nach erster 
Ordnung deckt. OH-Ionen als Protonenakzeptoren beschleunigen die Bildung des 
Anions. Sie ist ebenfalls abhangig von der Losungsmittelpolaritat und von der Zufuhr 
der fur die Ionisation der CH-Bindung notwendigen Energie, deren Wert von ca. 21 
kcal/Mol in Wasser in der Grofienordnung der Aktivierungsenergie ahnlicher Spaltungen 
liegt (2.B.”)). Die Annahme, dafi sich als Zwischenprodukt der Reaktion ein Carb- 
anion bildet, wird durch den Einbau von Deuterium bei der Isomerisierungin D20 
indirekt bestatigt. Ein NMR-Spektrum des in H2 0 isomerisierten Amygdalins zeigt 
bei 6 = 5,50 (H(,)) und 6 = 5,57 (H(s)) ein Singulett fur das jeweilige Methinproton 
(Abb. 4a). Bei in D,O isomerisiertem Amygdalin sind in diesem Bereich keine Si- 
gnale mehr zu beobachten (Abb. 4b). 

~ ~ D G I c - G I  c 

”20 

e 7 6 5 L 3 ’ . i ts1 Abb. 4a 
F 5 ? 7 4 . ]  

8 7 6 5 L 3 (61 Abb. 4b 
p b r i g  

15 C.H. Bamford und C.F.H. Tapper (edit): Comprehensive Chemical kinetic Bd. V, Elsevier 
publ. comp., Amsterdam 1972. 
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Zwischen den verschiedenen Homologen der Benzaldehydcyanhydringlykoside 
sollte es danach keine prinzipiellen Unterschiede geben. Ceringe Abweichungen in 
der Bildungsgeschwindigkeit des Carbanions konnen durch Ringsubstitution, Ande- 
rungen des Losungsmitteleinflusses durch Ringsubstitution und/oder Anderung des 
Zuckerteiles infolge unterschiedlicher Solvatation verursacht werden. Eine Ausnahme 
bildet das am Ring pOH-substituierte Dhurrin, dessen Alkali-Labilitat beschrieben 
istI6) und bei dem uns eine Isomerisierung sowohl in Wasser als auch in absol. Athanol 
nicht gelang. Stattdessen war ein zunehmender Abbau unter Freisetzung von Glucose 
zu beobachten. Hier scheint die Phenolat-Bildung bevorzugt abzulaufen und damit 
eine Degradation des Molekuls nachI6) stattzufinden. 
Im Eiiklang mit dem vorgeschlagenen Reaktionsmechanismus steht auch die 

Beobachtung, daO Cyanhydringlykoside mit aliphatischer Seitenkette (z.B. Lot- 
australin) wesentlich schwerer oder gar nicht i~omerisieren'~), da hier der elektronen- 
ziehende und das Carbanion stabilisierende Aromat fehlt. 

Die vorliegenden Ergebnisse lassen es ratsam erscheinen, bei der Bearbeitung von 
Blaulureglykosiden der Benzaldehydcyanhydrin-Reihe der Wahl der Losungsmittel 
und der Warmebelastung sorgfaltige Beachtung zu widmen, um Artefakte in Form 
diastereomerer Gemische zu vermeiden. 

Beschreibung der Versuche 

Es wurde Amygdalin reinst der ha. Roth, Karlsruhc, vcrwendet. Fur die Versuchsreihen ,,pH- 
Abhingigkeit" und ,,Temperaturabhangigkeit" wurdcn die Reaktionen in zugeschmolzenen 
C l a m p u l l e n *  niit 2 rnl einer 0,lproz. Losung von Amygdalin im jeweiligen Losungsmittel bzw. 
Puffer durchgefuhrt. 

Die Reaktionsansatze wurden nach der angegebenen Reaktionszeit sofort tief gekiihlt, gefrier- 
getrocknet, mit 1 ml trockcnem Pyridin aufgenommen und mit 0.2 ml Hexamcthyldisilazan und 
0.1 ml Trimethylchlorsilan bei Raumtemp. silyliert. Ein aliquoter Teil des Silylierungsansatzes 
wurde direkt in den GC injiziert. 

GC-Bedinpngen: Gerat: Varian 1200 
Siule: OV-1, 3 '% auf Chromosorb AW-DMCS 80- 100 mesh, 3 m x 1 /8", 
Stahl 
Temp.: 240- 260°, Io/min; Tragergas: Stickstoff, 25 ml/min; Injektor: 250'; 
Detektor: 300'. 

Die Auswertung der CC-Signale erfolgte mit Hilfe der niherungsweisen Flachenbestimmung 
Hohe x Breite in halber Hohe. 

16 C.H. Mao und L. Anderson: J. org. Chemistry 30, 603 (1965). 
17 R. Eyjolfsson, Fortschritte der Chemie org. Naturstoffe Bd. 28, p. 74, Springer Verlag, 

Berlin 1970. 
* Resistenzgruppe A (DAB 7) .  wassergespiilt. 
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NMR-Spektroskopie: Die in H20 bzw. D 2 0  und Ammoniak isomerisiertcn Ansitze wurden 
gefriergetrocknct und nach'*) silyliert und aufgedrbcitet. Es wurden jeweils 50 mg Amygdalin 
eingesetzt. Die NMR-Spektren wurden in Tetrachlorkohlenstoff mit eincm Varian T 60 NMR 
aufgenommen.. 

Ermittlung der Reaktionsordnung und Gesch windigkeits- Konstanten: 

't - 'GI 

k g  = K .  XGl(kR + kB) 

kR = Xcl(k, + k,) 

(2) 

( 3) 
xt = Molcnbruch von Amygdalin zur Zeit t 
xGI = Molenbruch von Amygdalin zur Zeit t = 00 
xo = Molenbruch von Amygdalin zur Zeit t = 0 
K = Gleichgewichtskonstante der Reaktion 
k B  = Geschwindigkeitskonstante der Bildung von Neoamygdalin 
k R  = Geschwindigkeitskonstante der Riickreaktion 

pH-Abhangigkeit: 1 ml wassrigc Amygdalinlosung (2 mglml) wurde mit 1 ml CitratlPhosphatl 
NaOH-Puffer versetzt, dessen pH bei 60' mit dcr Claselektrode ermittelt worden war. Reak- 
tionsbedingungen: jeweils 30 min bei 60' im Wasserbad. 

PH 5,Ol 6,20 6,98 7,75 9.02 

Amygd. (%) 100 99,O 90,4 63,O 42,s 
NeoA. (%) - 190 9,6 27,O 57,s 
kR(x10-5) - 0s 5,8  33 - 

Temperaturabhangigkeit: Reaktionsdauer jeweils 120 min im Olbad: 

0 40 50 65 75 85 95 105 120 135 150 

H20 % Amygd. 100 9 5 3  79,s 55 46 44 - - - - 
% NeoA. 0 4,s 20,s 45 54 56 - - - - 

- - - kB(x 10-5) - 0,72 3,6 12 23 - - 

EtOH % Amygd. - - 100 - 95 86 71 52,s 44 43,s 
% NeoA. - - 0 - 5 14 29 48,s 56 56,s 
kB(x 10-5) - - - - 0,72 2,2 5,6 14,6 40,8 - 

MeOH/% Amygd. - - - - 100 - 100 98 85 67 
EtOAc/% N eoA. - - - - 0 -  0 2 1 5 3 3  

k,(x - - - ._ - - 0,27 2,4 6,8 

18 T.I. Mabry, K.R. Markham and M.B. Thomas: The systematic identification of  flavonoids, 
Springer Verlag, New York 1970. 
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Reakfionsgeschwindigkeil: Losungsmittel Wasser, 20 mg Amygdalin/25 ml, Siedetemp., Proben- 
entnahmen jeweils 2 ml nach der angegebenen Zeit. 

t (sec) 300 600 1800 3600 7200 
~~~~ ~ ~~ ~ 

%Amygd. 90,s 80,O 60,s 50,s 44,O 
%NeoA. 9,5 20,o 393  4 9 3  56,O 
k g ( x i 0 4 )  3,4 4,1 397 3 2  3 2  

Herrn Dr. M. Brugger, Pharmaz. Institut, danke ich herzlich fur die Aufnahme der NMR-Spektren, 
Herrn Prof. Dr. E.E. Conn, Davis USA, fur die Uberlassung einer Probe Dhurrin. 

Anschrift: Dr. Adolf Nahrstedt, 78 Freiburg/Brsg., Schanzlestr. 9/11. [Ph 5271 

W. Klein. W. Back und E. Mutschler 

Potentielle Analgetika, 5. Mitt. 

Ober die Synthese und pharmakologische Wirkung cyclischer Analoga 
des Fentanyls 

Aus dem Fachbereich Biochemie und Pharmazie, Pharmakologie fur Naturwissenschaftler der 
Universitat Frankfurt/Main und dem Fachbereich Pharmazie dcr Universitat Maim. 
(Eingegangen am 20. Dezember 1974) 

Cyclische Analoga des Fentanyls wurden dargestellt und pharmakologisch untersucht. Durch 
Vcrknupfung der Acyl-Seitenkette mit C-2 des Aromaten und der damit verbundenen Anderung 
der stcreochemischen Struktur geht die analgetische Wirkung des Fentanyls verloren, jedoch be- 
seitzen die Verbindungcn starkc antihistiaminische Eigenschaften. 

Synthesis and Pharmacological Activities of Cyclic Analogues of Fentanyl 

Cyclic analogues of fentanyl were synthesized and pharmacologically tested. Cyclisation of 
the acyl group with C-2 of the aromatic ring yielded a change in stereochemical structure. 
Therefore the analgesic activity of fentanyl was lost and strong antihistaminic activities 
ameared. 

Vergleicht man die chemische Struktur des Fentanyls rnit der des Benzperidols, SO 

laat sich folgendes gerneinsame Strukturrnerkrnal feststellen: Beiden Verbindungen 




