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Abstract 7] Many monoterpen-derivatives are conta-
ined in edible plants. Some monoterpen-derivatives
have been assessed as negative factors in the food
Among

safety. them thujone and 4-caranone are

important toxic constituents of many plant essen-
tial oils. In this study, convenient detection methods
of thujone and 4-caranone in oil were developed.
The colour reactions of toxic thujone and 4-caranone
were performed in oder to detect those in foods and
oils. Sodium pentacyanonitrosylferrate( I ) reacts with
thujone to produce thujaoximinocarboxylic acid which
becomes the six ligand in the ferrate complex (red
colour reaction for thujone).

Sodium pentacyanonitrosylferrate (I ) cleaves 4-cara-
none to the red ferrate complex of caranketonic acid.
Keywords _ Thujone,

Caranone, detection, colour

reaction, Sodium pentacyanonitrosylferrate (1)

Thujon, ein bicyclisches Monterpenon, ist
ein Bestandteil des etherischen Oles vieler Pflan-
zen, die oft verwantschaftlich weit auseinande-
rstehen.

Gerade der Wermut und das aus ihm herges-
tellte Getrink, der Absinth, haben die Giftigkeit
des Thujons erkennen lassen und dazu gefiihrt,
daBl zu Beginn diesses Jahrhunderts in einigen
Staaten das Herstellen Thujonhaltiger Getrinke
verboten wurde.?

Von den verschiedenen Wirkungen des Thu-
jons wurde die psychotrope am h#ufigsten unte-

rsucht.
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In geringen Mengen bewirkt Thujon beim
Mensehen Exzitation, Erregung sowie akustische
und visuelle Halluzinationen, typische Erschein-
ungen fiir einen psychedelischen Zustand.

In héheren Konzentrationen treten unangen-

ehme Halluzinationen,

Pananoia, akute Manie

und epileptische Krampfe auf.

Lediglich DEL GASTILLO postulierte eine
geometrische Ahnlichkeit des Thujonenols mit
Tetrahydrocannabinol dem Wirkstoff des Marih-
uanas, dessen GenuB dem Thujon vergleichbare
Folegen hat. Er stellte die Hypothese auf, daB
fur beide Substanzen derselbe Rezeptor im Zen-
tralnervensystem in Frage Kommen konnte.?

Thujon lidBt sich mit Natriumpentacyanonitr-
osylferrat (I1) in alkalischer Losung nachweisen.
Die entstehende rote Farbe wechelt auf Essigs-
durezusatz nach Rotviolett.

BRIESKORN und Mitarbeiter
Farbreaktion zu einer Deutschen Arzneibuch-
Methode entwickelt, um thujonreichen Salbei

haben diese

von thujonarmer Ware zu unterscheiden.® .4
ROTH und SURBORG haben den Mechan-
ismus der analogen Farbreaktion mit Natriump-
entacyanonitrosylferrat (II) zum Nachweis von
Ketonkodrpern in Diabetikerharnen untersucht.®
Um den richtigen Mechanismus zu ergrunden,
wurde Thujon vorerst mit einem anderen NO+-
aktiven Reagenz

statt Natriumpentacyanonitro-

sylferrat (II) zur Reaktion gebracht.
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(A) Reaktionen von Thujon mit Methylnitrit

Tropft man zu Thujon in einer Alkohelatls-
sung unter Eis/Kochsalz-Kithlung Methylnitrit,
so findet eine rasche Umsetzung statt.*

Nach Ansiuern des Reaktionsansatzes mit
verditnnter HCl und Extraktion mit Chloroform
erhalt man a-Thujaketocarbonsiureester (1), das
durch Massen, H-NMR, und IR-Spektromerie
idenzifiert wurde. (Fig. 1)

Fiir die Reaktion zwischen Thujon und Met-
hylnitrit in Alkoholatlssung kann somit folg-
ender Reaktionsmechanismus angenommen wer-
den. (Fig. 2)

In Alkoholatlésung entstehen beide Enolate im
Gleichgewicht, doch erfolgt nur am 3, 4-Enolat
die Reaktion.

Die Nitrosogruppe addiert sich an das C-4,
ein Alkoholatrest an das C-3. Durch Aufspalt-
ung der C3-C4-Bindung und Umlagerung ents-
teht das Oxim des a-Thujaketocarbonsdureesters.
Das Oxim ist hydrolyseempfindlich und ergibt
nach Ansiuren den a-Thujaketocarbonsiurees-
ters.

(B) Aufklirung des Farbproduktes
Um herauszufinden, ob bei der Farbreaktion

«-Thujaketocarbonsdureester (1) .

Fig. 1: Mechanism of reaction between Thujone and
Methylnitrite

des Thujons mit Natriumpentacyanonitrosylfe-
rrat(II) Vergleichbares geschieht, wird das von.
ROTH und SURBORG vorgenommene Verfahren
angewandt.®

Thujon wird in methanol-KOH mit einer-
Natriumpentacyanonitrosylferrat (II) versetzt.

Das Farbprodukt hydrolysiert man anschlieB-
end mit HCL

Die verbleibende Substanz wird mit Diazome-
than verestert und ergibt ein gc-reines Cl, das
sich chromatographisch und spektroskopisch als
identisch erweist mit dem a-Thujeketocarbon-
siuremethylester.

Daher sollte fiir die Farbreaktion einer der
Fig. 1 analoger Mechanismus angenommen wer-
den: (Fig. 2)

Die Addition an den Liganden NO* erfolgt
in 4-Stellung. Daran schlieBt sich unter Anlag-
erung eines Hydroxylions die C-C-Spaltung an.
Unter Umlagerung bildet sich das Oximat der
a-Thujaketocarbonsiure bzw. in alkalischer Los-
ung das Salz diener Sdure. In saurem Milieu
liegt die a-Thujaoximinocarbonsiure vor, die als
6. Ligand im Pentacyanoferrat(Il)-Komplex
fungiert.

Farbreaktion von Monoterpenonen mit Natriump-
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Fig. 2. Mechanism of color reaction
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entacyanonitrosyl ferrat (IT)

Wird die Nitrosierung statt mit Alkylnitrit
(Fig. 3) mit Natriumpentacyanonitrosylferrat (II)
durchgefiihrt, so lduft bei Thujon eine zunichst
gleiche regiospezifische Nitrosierung mit aussch-
lieBender Spaltung ab. Zusitzlich tritt aber eine
tiefrote Farbe auf, die DUPARC und MONN-
IER* als Nachweis fiir Thujon empfehlen. Um
die Spezifizitit dieser Reaktion zu iiberpriifen,
lieB ich auch auf die iibrigen Monoterpenone und
auch weitere Verbindungen mit einer aktivierten
Methylenketogruppe als Nitrosierungsmittel Nat-

riumpentacyanonitrosylferrat (II) einwirken (Tab.

D.

Table I. Color reaction by DUPAC and MONIERY

Gruppe Substanz Ergebnis

1 Aceton +
Methylethylketon
Methylisopropylketon
Ethylpropylketon
2-Acetylpropanol

F oo

!

2 Essigsdureanhydrid
Ethylacetat
Bernsteinsiureethylester
Malonsiuredimethylester
a-Thujaketocarbonsduremethylester
Caranketosiuremethylester
Pinonsiduremethylester

|

ok |

Cyclopentanon
2, 4, 4-Trimethyl-cyclopentanon

w

2

4 Cyclohexanon
2-Methylcyclohexanon
Cyclododecanon
Menthon
Carvomenthon
Pulegon
Caran-4-on
3-Methyl-caran-4 on
3-Hydroxymethyl-caran-4-on
Campher
Pinocamphon
3, 4-Dimethyl-norbornan-2-on —

H# - tief rot (positiv); 4 : hell rot (quasi posiv);

-+ : hell rotorange oder orange (quasi positiv);
— . gelb (negativ)

PFFE1F1 +=F=+

|

Gruppe 1. Offenkettige Ketone mit Methyl-,
Methylenketogruppe und a-alkylve-
rzweigte Ketone

Die Farbreaktion fillt bei allen Ketonen der
Gruppe 1 positiv aus, jedoch mit unterschiedli-
cher Intensitit.

Je groBer die Substituentengruppe (R, R’)der
Ketone ist, desto heller ist der entstehende rote
Farbton (dunkelrot—hellrot—rotorange).

Gruppe 2. Ester mit a-Methylenketogruppe und
Sdureanhydride mit Methylenketog-
ruppe

Die Farbreaktion fdllt bei Gruppe 2 negativ
aus. Damit ist aufgezeigt, da die Methyleng-
ruppe in Nachbarschaft zur Carbonylgruppe eines
Esters nicht ausreichend aktiviert ist.

Eine Ausnahme macht Malonsiuremethyiester
und Malonsiure. Sie ergeben eine positive Farb-
reaktion wegen der durch zwei Estergruppen
aktivierten CHy-Gruppe.

a-Thujaketocaraonsiuremethylester (1) und Ca-
ranketosduremethylester (2) reagieren positiv, wo-
mit gezeigt ist, daB nur die Methylenketogruppe,
nicht aber die Estercarbonylgruppe fiir den pos-
itiven Ablauf der Reaktion verantwortlich ist.

Grutpe 3: Die Cyclopentanderivate

Die Farbreaktion fallt bei 2,3, 3-Trimethyl-
cyclopentanon positiv aus, da ein a-methylver-
zweigtes Keton wie in Thujon vorliegt. Cyclop-
entanon gibt erwartungsgemafB keine Reaktion.
Gruppe 4. Die Cyclohexanonderivate und sonst-

igen Monoterpenone

Cyclohexanon und Cyclododecanon, die nur
iiber eine Methylenketogruppe verfiigen, reagie-
ren langsam und ergeben nur eine rotorange
Farbe im Unterschied zu offenkettigen Ketonen
(Gruppe 1).

Die Reaktion fillt bei 1-Methyl-cyclohexanon
sofort positiv aus. Carvomenthon ergibt bei der

Reaktion eine rotorange farbe (quasi positiv),
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Fig.3 Reaction between isocaran-4-one and
methylnitrite

wihrend 1-Hydroxymethyl-carvomenthon und
Menthon keine Farbreaktion ergeben.
Die Farbreaktion des Caran-4-ons

Caran-4-on gibt eine Farbreaktion von gleic-
her Intensitit wie Thujon. Damit trifft die
Angabe, die Farbreaktion sei allein fiir Thujon
spezifisch, nicht mehr zu. Das Farbprodukt kén-
nte iiber folgenden Reaktionsmechanismus an
der aktiven a-methyl-verzweigten Ketogruppe
entstehen. Analong BRIESKORN und SCHW-
ACK* addiert das 3, 4-Enolat an C-3 die Nitro-
sylgruppe (Fig.4). AnschlieBend erfolgt Ringoff-
nung zum Eisenferratpentacyanyloximat der
Caranketosdure. Sie liegt im alkalischen Milieu
als Salz, im sauren Milieu als Oxim vor. Das
Oxim hydrolysiert im alkalischen Milieu langs-
am zu Caranketosiure(2a). Um diese Annahme
zu beweisen, veresterte ich das Farbprodukt aus
Caran-4-on und Natriumpentacyanonitrosylfe-
rrat( § ) mit Diazomethan und etherte die Misc-
hung aus. Zahlreiche Substanzen waren im DC
nachweisbar. Eine der Substanzen verhielt sich
bei GC/MS-Kopplung wie Caranketosiuremthy-
lester (Fig. 3). Aus dem Ergebnis ist zu folgern,
daB bei der Reaktion des Caran-4-ons nach
DUPARC und MONNIER nur z.T. eine dem
Thujon Zhnliche Reaktion abliuft. Die Reaktion

ist also im Unterschied zu der des Thujons nicht
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Fig.4 Mechanism of color reaction of caran-4-one

regiospezifisch.

Caran-4-on und Thujon reagieren andererseits
im Farbausfall verschieden, sobald das dem Car-
bonyl-C-Atom benachbarte C-Atom beider Mon-
oterpenone nicht ein tertiires sondern ein quar-
tires C-Atom ist. 4-Methyl-thujan-3-on” und
4-Hydroxymethyl-thujan-3-on geben keine Far-
breaktion, wogegen 3-Methyl-caran-4-on® und
3-Hydroxymethyl-caran-4-on eine noch deutlich
erkennbare rote Farbe liefern. Die Addition der
Nitrosylgruppe kann beim 4-Methyl-caran-4-on
nicht an C-3 erfolgen, da hier kein freies Pro-
ton mehr vorhanden ist. Im 3-Methyl-caran-4-on
befindet sich noch eine reaktive Methylengruppe
an dem zur Oxogruppe a-stindigen C-5. Sie
sollte, anders als bei 4-Methyl-thujon, beim 3-
Methyl-caran-4-on reagieren. Analog ROTH und
SURBORG miiBte das 3-Methyl-caran-4,5-
enolat die Nitrosylgruppe addieren

EXPERIMENTELLER TEIL

IR-Spektren: Gerat IR 4240 der Fa. Beckman,
NMR-Spektren: 100 MHz JEOL, Massenspek-
tren: LKB 2091,.

Darstellung von a-Thujaketocarbonsduremethy-
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dester (1)
2.0 g Thujon (13.2 mmol) werden in einer
Alkoholatltsung aus 50 ml Ethanol und 0.6g
Natrium gelost.
Zu dieser Lésung 145t man unter Kiihlung
mit einer Eis/Kochsalz-Kaltemischung und Riih-
ren Methylnitrit zutropfen, das wie folgt herg-
estellt wird:
25 g Natriumnitrit und 10 ml Methanol wer-
den in 100 ml Wasser gelost. Zu dieser Losung
lagt man unter Rithren in feinem Strahl eine
Losung von 20 ml konz. H,SO, und 10 ml
Ethanol in 150 ml Wasser zulaufen. Nach been-
deter Zugabe erwarmt man den Veresterungsa-
nstaz auf 30°C. Das entstehende Methylnitrit
wird direkt {iber eine Destillationsbriicke in das
Reaktionsgefas eingeleitet.
Nach 4 h Reaktionszeit wird mit 20 ml Wa-
sser verdiinnt und mit halbkonz. HCl angesiu-
ert. Man extrahiert dreimal mit je 50 ml CHCl,,
trocknet die Chloroformextrakte mit Na,SO, und
destilliert das Losungsmittel ab. Das verbleib-
ende O] wird i.Vak. fraktioniert. Ausbeute: 1.9
g (1) (68% d. Th.), farbloses Ol
IR (kap.): 3080, 3010, 2980~2880, 1745(C=0
Ester), 1705 (C=0 Keton), 1435, 1395,
1365, 1165, 1090, 1015 cm™!

H-NMR (CDg): 6=2.09 (2H, S, C-2); 2.15
(8H,s, C-7); 1.66 (1H,dd, H-4cis, Jgem
=5.4 Hz, Ju gs, ws=7.5 Hz); 1.28
(1H, dd, H-4trans, Jeem=5. 4 Hz, Ju—_serans,
n-s==4.2 Hz); 0.8(6H, d, C-9 und C-
1005 0.54 (AH, dd, H-5, Ju-s, Heeis=
7.5 Hz, Jus n-sirans=4. 2 Hz)

MS (70 eV): m/e=212 (0.3%, M*), 194(1.3
%5, 167 (13%), 166 (8%), 125 (20%),
124 (41%9), 69 (23%), 55 (15%), 43
(100%

Darstellung von Caranketosdure (2a) und ihres

Methylesters(2)

In 2.0g (-)-Isocaran-4-on (13. 2mmol), geldst
in 25 ml Methanol unter Zusatz von 0.3 g
Natrium leitet man Methylnitrit ein, Aufarbe-
itung wie unter Thujon.

Ausbeute: 1,4g (2) und 0. 05g (2a) farblose Ole

o)

H-NMR (CDCly): 6=3.68 (3H, s, Methoxyl),
2.4 (2H, m, HC,COOMe), 2.3 (2H, m,
CH, COMe), 2.2 (3H, s, Acetoxyl),1.11
und 0,92 (2x 3H, s, 2x Me-2), 0.9~1.0
(2H, m, H-3 und H-]1)

BC-NMR (CDCl,): =207 (s, COMe), 176 (s,
COOMe), 51.4 (g, COOCH,), 39.2 (t,
CH,COMe), 30 (t, CH,COOMe), 29. 2(q,
COCH;), 28.4 (q, Me-2), 23 (d, C-1),
22.7 (d, C-3), 17 (s, C-2), 14.8 (q,
Me-2)

MS (70eV): m/e=198 (2%, M*), 183 (1%),
180 (4%), 166 (6%), 115 (5%), 141

(14%), 125 (17%), 95 (31%), 81 (31
%), 43 (100%)

2-Semicarbazon: Schmp. 119~119°C

(22

IR (kap): 3450~2600 (Carbonsiure), 3000~

2840, 1740 (Carbonsiure), 1710 (Keton),
1540~1520, 1380, 1360, 1170 cm™
2a wird mit Diazomethan  verestert. 2a-Methy-
lester ist identisch mit (2).
Farbreaktion mit Natriumpentacyanonitrosylferrat
(I
1-2 Tropfen bzw. 30mg der Substanz in 10ml
60% Ethanol versetzt man mit 0.5 ml einer
1025 Natriumpentacyanonitrosylferrat (I) Los-
ung und 1 ml einer 5% Methanol. KOH. Man
beobachtet die sich entwickelnde Farbe. Danach
wird mit Essigsdure angesduert (siehe Tab. 1).
Isolierung des Reaktionsproduktes
0.5 g (-)-Isocaran-4-on in 30 ml Methanol
werden mit 10 ml 10% Natriumpentacyanon-
itrosylferrat (I )-Lésung und 10ml 5% Ethanol
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KOH versetzt. Man 48t 1 h bei RT stehen,
destilliert i.Vak. den Methanol ab und schiittelt
nicht umgesetztes Isocaran-4-on mit Ether aus.
Zu der wissrigen Phase gibt man 10 ml 4N-
NaOH und 1d8t 30 min bei 40°C stehen. Unter
Eiskithlung siuert man mit 10%H,SO, schw-
ach an und extrahiert dreimal mit je 20 ml
Ether. Der Etherextrakt wird mit Natriumsulfat
getrocknet und das Lésungsmittel abdestilliert.
Der Riickstand wird in | ml Methanol aufgen-
ommen und mit Diazomethan verestert. Nach
Abdiinsten des L&sungsmittels erhilt man 0.2 g
gelbes Ol. Durch GC/MS-Kopplung lieB sich
eine Substanz identifizieren, deren Fragmentie-
rung mit (2) iibereinstimmte.

Isolierung des Reactionsproduktes(3)

0.5 g Thujon in 30 ml Methanol werden mit
10 ml einer 10% wéssrigen Natriumpentacyan-
onitrosylferrat ([ )-Losung und 10 ml einer 5%
Methanol KOH versetzt. Aufarbeitung wie unter
Caran-4-on. Nach Abdistillation des Lésungsm-
ittels erhilt man (.17 g eines Oles (3), ident-
isch mit (1).
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