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178. Rudolf Tschesche und Friedlieb Seehofer: tfber pflanzliehe 
Herzgifte? XXVI. Mitteil."): Die Cardenolid- Glykoside der Bliitter von 

Convallaria majalis 
[Aus der Biocher:iischen Abteilung des Chemischen Strttlteinstitutes dcr 

Universitiit Hamburg] 
(Eingegangen am 2. Juni 1954) 

Hcrrn Prof. Dr. H .  H .  Schlubach zum 65. Qeburtstag gewidmet 

Sus den Bliittern des Maiglockchens, Conmllaria majnlis L., wur- 
den in  kristallieierter Form, neben dem schon bekannten Convalla- 
toxin, auch Convallatoxol und Convallosid isoliert. Ferner wurden 
zwei kristdisierte Glykoside gewonnen, deren Aglykon auf Grund 
des W-Spektrurns keine Aldehydgruppe, sondern vermutlich eine 
Ketogruppe enthlilt; sie erhielten die Bezeichnung Vallarotoxin und 
Majalosid. Ihre Zucker sind Rhamnose bzw. Rhamnose und Glu- 
cose. Es wurde weiter das Vorkommen von Convallatoxolosid und 
Gluco-convallosid wahrscheinlich gemacht. Daneben finden sich 
noch zwei Glykoside vor, in deren Aglykonen keine Oxogruppe vor- 
kommt; sie konnten aber noch nicht kristallisiert erhalten werden. 

-~ -- - ~ - - - - __._ ~ __ 

Die bisherigen Versuche, die herzwirksamen Inhaltsstoffe der Bliitter cles 
Maiglockchens, Conoallaria niajalis L., in kristallisierter Form zu gewinnen, 
hahen nur zur Isolierung des Convallatoxins (lurch K. Mohr und T. Heich-  
stein1) gefuhrt. Dieses Glykosid hatte schon vorher W. Karrer2) &us den 
Hluten gewonnen. Es handelt sich dabei um das 1-Rhamnose-Derivat des 
Strophai~thidins~). Aus den Samen der gleichen Pflanze haben J. Schmutz  
und T. Reichs te in4)  das um 1 Mol. Glucose reichere Convallosid gewonnon, 
welches aber in den BlLttern nicht nachgewiesen werden konntel). 

Eine Neuuntersuchung der Hatter erschien deswegen wiinachenswert, weil 
Blattextrakte &us Convallaria majulis auch heute vielfach medizinische Ver- 
wendung finden, ohne dal3 die chemische Natur der Wirkstoffe genugend be- 
kannt ist. Weiter aber war es aus biogenetischen Grundeii interessant, fest- 
zustellen, ob das in vielen Str~phanthus-Arten~) beobachtete Nebeneinander 

*) XXV. Mitteil.: R. Tschesche  u. G. G r i m m e r ,  Chem. Ber. 87,418 [1954]. 
') Pharmac. Acta Helvetiae 28,369 [1948]. 
{ )  R. Tschesche  11. W. H a u p t ,  Ber. dtsch. chem. Ges. 69,459 [1936]; L. F. Fieser  

11. I<. P. J a c o b s e n ,  J. Amer. chem. SOC. 59,2335 [1937]; T. R e i c h s t e i n  u. A. K a t z ,  
Pharmac. Acta Helvetiae 18,527 [1943]; A. K a t z ,  ebenda 22,244 [1947]; K. Reyle ,  
K. Meyer u. T. Reichs tc in ,  Helv. chim. Acta33, 1541 [1960]. 

?) Helv. chim. Acta 12,506 [1929]. 

4, Pharmac. Acta Helvetiae 22,359 [1947]. 
5, Aus Stroph. kombd A. K a t z  u. T. Reichs te in ,  Pharmac. Acta Helvetiae19, 231 

[1944]; 11'. Blome,  A. K a t z  u. T. Reichs te in ,  ebenda21,325 [1946]. 
Aus Stroph. Eminii Asch e t  P a x :  J. D. L a m b  u. S. S m i t h ,  J. chem. SOC. [London] 

1936,442; A. L a r d o n ,  Helv. chim. Acta 33,639 119501. 
Aus Stroph. hypdeuczis S t a p f :  J .  v. Euw u. T. Reichs te in ,  Helv. chim. Acta 33, 

544 [1950]. 
Aus Stroph. Nicholsonii Holm: J. v. E u w  u. T. Reichs te in ,  Helv. chim. Acta 81, 

883 [1948]. 
9 u s  Stroph. mirabiZie Gilg: P. R. 0. Bal ly ,  0. S c h i n d l e r  u. T. Reichs te in ,  

Helv. chim. Acta 86,138 [1952]; E. P r i m o  u. Ch. T a m m ,  Helv. chim. Acta 87,14 [1954]. 
AusStroph.Ledienid S t e i n :  H. Hess ,  P. Speiser ,  0. S c h i n d l c r  u. T.Reichstein,  

Helv. chim. Acta 84,1854 [19511. 
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von Strophanthidin-, Strophanthidol- und Periplogeilinglykosiden sich auch 
hier wiederflndet. Die Genine der genannten Glykoside unterscheiden sich 
an C10 dadurch, daB die Aldehydgruppe des Strophanthidins in den beiden 
anderen Verbindungen durch CH,OH bzw. CH, ersetzt ist. 

Es schien von vornherein wenig aussichtsreich, durch Anwendung der bis- 
her in der Chemie der Herzgiftglykoside benutzten Methoden zu einer Auf- 
trennung des komplizierten Gemisches des Blattextraktes zu kommen. Die 
Anwendung der Chromatographie der Glykosid-acetate an Aluminiumoxyd, 
wie sie auch schon Mohr und Reichs te in l )  versucht haben, sowie der Gegen- 
stromverteilung (in unserem Institut von H. B. Konig  durchgefiihrt)6), fuhr- 
ten nur zur Isolierung des Hauptglykosides Convallatoxin. Eine Losung des 
Problems wurde schlieBlich dadurch erzielt, daI3 die von uns kiirzlich beschrie- 
bene Methode der ,,echten Verteilungschromatographie an Papier" ') im pr&- 
parativen MaDstab durchgefuhrt und der Trenneffekt bei der Chromato- 
graphie an Aluminiumoxyd fur die freien, weniger wasserloslichen Glykoside 
nach einem Vorschlag von G. Gr immer  in unserem Institut dadurch ver- 
bessert wurde, daI3 daa Adsorptionsmittel vor der Anwendung durch Sieben 
auf einheitliche KorngroBe gebracht wurde. Die Kombination beider Ver- 
fahren erbrachte SchlieBlich einen Teilerfolg. 

Die Bedeutung der TeilchengroBe fur den Adsorptionseffekt ist eigentlich selbstrer- 
stiindlich, w i d  abor bei der Trennung von Gemischen durch Adsorption nicht immer ge- 
niigend beriicksichtigt. Als wir die im Handel befindlichen Priiparate von Aluminium- 
oxpd (standardisiert zur Adsorption nach Brockmann) auf ihre TeilchengroDe unter- 
suchten, ergab sich folgendes Bild: 

- _- _. 

~~ - _ _  - 

Priiparat der Firma 
M. Woelm (Eschwege) 0 m m  1 

~~ ~ __ _ _  - 

- - .. . 

Kennmhl 
Maschen/cm2 

Ripparat der Firma 
E. Merck (Darmstadt) 
- - _ _ ~  _ _  

3600 
4900 
6400 

1 OOOO 
16900 

Durchlauf 

> 0.12 
0.10 
0.085 
0.068 
0.055 

< 0.050 

17 % 
6% 

29 Yo 
25 Yo 
9% 

14 % 

Die Kennzahl gibt die Zahl der b c h e n  des Siebes/cma an, auf dem die entsprechende 
Fraktion des Aluminiumoxyds nach 46Min. Schutteln noch liegen bleibtx). Zur An- 
wendung kern der Apparat , ,ScbWx" der Firma Rhewum, Remscheid-Luttringbusen. 
Fiir die Adsorption d e n  Fraktionen der Kennzahlen 4900, 6400, 10000 und 16900, 
je nach der gewunschten S a r k e  der Oberfiiichenenergie, verwendet; die Adsorption 
nimmt mit abnehmender TeilchengroDe zu. 

@) Dissertat. Hamburg, 1950. 
') R. Tschesche ,  G. G r i m m e r  u. F. Seehofer ,  Chem. Ber. 88,1235 [1963]. 
*) Wir danken Herm Dr. G. Gr immer  in unsereni Institut sehr fur die vorgenom- 

mene Teilchenanalyse. - Auf die Bedeutung der TeilchengroOe fiir die Stiuke dea Ad- 
sorptioneeffektesiststetshingewiesenworden (vergl. L. Zechmeis te r  u. L. v. Cholnoky,  
,,Die chromatographische Adsorptiommethode", S. 44, J. Springer 1938). Um so erstaun- 
licher ist es, daB die Aluminiumoxyde dea Handels (standardisiert zur Chromatographie) 
in der TeilchengroDe derartig weite Mischungen darstellen. 
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Der R,-Wert bei der Verteilungschromatographie an Papier untl die erhaltenen Farb- 
tonungen mit Antimontrichlorid und konz. Schwefelsiiure gestatteten einc gute Xuord- 
nung der einzelnen Qlykoside in verschiedenen Fraktionen. Sie erlaubten auf Grund 
der Farbreaktionen nach D. L. K e d d e  8)  auch eine groDenordnungsmiiDige Best,immung 
der einzelnen Glykoside. Die Gesamtmenge der Cardenolidglykoside in getrockneten 
Blattern betragt etwa 0.10/,. I n  einer Probe frischer Bliitter wurden die gleichen Glyko- 
side papierchmmatographisch gefunden. Die Glykoside A,B und 2/3 der C-Verbindungen 
fandcn sich in der Chloroform/Pithanol-Ausschiittclung (9: l),  wiihrend der Rest der 
Glykoside erst mit Chloroform/Athanol (1: 1) der wal3r. Phase entzogen werden konnte. 
Die Verbindung E wurde auch so noch nicht restlos entfernt, so daD die Gehaltsangabe 
hei diesem Glykosid zu niedrig sein kann. 

Glykosid C, wurde nach Chromatogaphie des ChloroformIXthanol-Extrak- 
tes (9: 1) an Aluminiumoxyd der Kennzahl 10000 kristallisiert erhalten (Frakt. 
15-17) und erwies sich durch Schmp. (236-242", [a]:: -0.8O) und Misch- 
schmelzpunkt mit aut,hentischem Conval la toxinxx)  identisch. Bei der Saure- 
apaltung entstand Rhamnose, die papierchromatographisch identifiziert wurde, 

*) Dissertat. Leyden, 1946; Ausfuhrung nach J. E. B u s h  u. D. A. H. T a y l o r ,  Bio- 
chem. J. 6?, 643 [1952]. 

X X )  Dtts verwendete Convallatoxin wurde uns freundlicherweise von der Pirmtt Hoff - 
m a n n - L a  R,oche A.G. (Basel) uberlassen; ihr sei hierfur vielmalq gedankt. 

- . . .  -. .... 
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und Anhydro-strophanthidin. Letzteres wurde ebenfalls mit einem aus Stro- 
phanthidin in gleicher Weise hergestellten Anhydro-Derivat papierchromato- 
graphisch verglichen und der gleiche ll,.-Wert erhalten. Auch die Farbungen 
mit konz. Schwefelsaure waren gleich. 

GlykosidC,, in gleicher Weise wie C,, nur aus den Praktionen23 und 24 
der Aluminiumoxyd-Chromatographie gewonnen, kristallisierte aus Methanol- 
Aceton-;ither in Prismen und erwies sich als Conval la toxol  (Schmp. 170 
bis 172O, [a]:': -10.4O). Die gleichen Eigenschaften geben auch A. Hunger  
und T. R e i c h ~ t e i n ~ )  fur ihr durch Reduktion mit Natriumborhydrid aus 
Convallatoxin erhaltenes Convallatoxol an, in dem die -HCO-Gruppe an CIG 
durch -CH,OH im Strophanthidin-Teil der Molekel ersetzt ist. Wir haben 
diese Reduktion wiederholt und die beiden Verbindungen im Misch-Schmelz- 
punkt verglichen, wobei keine Erniedrigung eintrat. Weiter wurde eine Probe 
unseres aus den Blhlttern gewonnenen Convallatoxols rnit Saure gespalten und 
die gebildete Rhamnose papierchromatographisch nachgewiesen. Entspre- 
chend wurde das auch dabei erhaltene Anhydro-strophanthidol (ohne Isolie- 
rung) mit einem aus Strophanthidol erhaltenen Anhydroderivat im Papier- 
chromatogramm als identisch befunden ; das gleiche gilt fur die Schwefel- 
siiureflrbung. Damit ist das bisher nur kunstlich bereitete Convallatoxol in 
der Natur aufgefunden worden. 

I A?!.. I I F = = =  

Convallatoxin: R, = I-Rhamnose, R, = -HCO, 
Convallatoxol: R, = LRhamnose, R, = -CH,OH, 
Convallosid: R, = 2-Rhamnose und d-Glucose, R, = -HCO, 
Convallatoxolosid: R, = LRhamnose und d-Glucose, R, = --CH,OH, 
Gluco-convallosid: R, = l-Rhamnose und 2 d-Glucose, R, = -HCO. 

Dae, Glykosid D, wurde durch Chromatographie des Chloroforni/hhanol- 
Extraktcs (1 : 1 ) an Amberlit I R-4-B in wiil3r. Losung erhalten. Die zweite 
Kedde- positive Fraktion aus der Saule kristallisierte. Auch durch praparative 
Papierchromatographie nach dem Verfahren der Verteilungschromatographie 7 
konnte dieses Glykosid gewonnen werden. Es envies sich als identisch rnit 
dem von J. Schmutz  und T. Reichs te in4)  aus den Samen gewonnenen 
Conval losid (Schmp. 201-205O; [ X I : :  -9.40 f 5O; Lit.(): Schmp. 201-204O, 
[CL]~; :  -10.4O ;c 3O). Auch hier wurden weiter die Zucker papierchromato- 
graphisch als Glucose und Rhamnose identifiziert, sowie in gleicher Weise 
das gebildete Anhydro-strophanthidin durch den RF-Wert und die Schwefel- 
siiurefarbung charakterisiert. Auch das Convallosid-acetat erwies sich mit 
einem authentischen Praparat von Reichs te inf ,4)  in bezug auf den R,.-Wert 
im Papierchromatogramm als identisch. 
9 Chem. Ber. 85,635 [1952]. 
+) Convallosid-ecetat wurde uns von Prof. Dr. T. Reichstcin (Basel), dem wir hicr- 

mit unseren besonderen Dank ausdrticken mochten, zum Vergleich zugesandt. 
Chemisehe Berichte J s h g .  87 7 3  
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Die Glykoside I), und E konnten bisher nicht kristallisiert werden. Das 
Nebeneinander von Convallatoxin und Convallatoxol in den Bliittern lie0 die 
Vermutung aufkommen, es konnte auch das dem Convallosid entsprechende 
Convallatoxolosid vorhanden sein. In  ihm ist das Aglykon Strophanthidin 
durch Strophanthidol ersetzt, die Zucker sind Khamnose und Glucose. Zur 
Prufung dieser Vermut,ung wurde Convallosid mit Natriumborhydrid redu- 
ziert und im I'apierchromatogramm ein H,.-Wert erzielt, der genaii dem des 
Glykosids D, entsprach. IEs scheint also nicht unmoglich, daB auch Con- 
v a1 1 a t  o x o 1 o s i  d in den I%llittern vorkommt. Eine Reindarstellung war des- 
wegen unmtiglich, weil es papierchromatographisch von Convallosid priipara- 
tiv riicht zu trennen war. 

Glykosid E durfte vermutlich ein Gluco-conval losid sein. I n  diesem 
Falle konnte das Glykosid mittels Papierchromatographie als einheitlich lau- 
fendes Material isoliert werden. Bei der Mikrospaltung mit Saure lie0en sich 
in vorstehend beschriebener Weise Anhydro-strophanthidin sowie Rhamnose 
und Glucose im Verhalt,nis 1 : 2 nachweisen. Eine Unterstutzung dieser Auf- 
fassung des Glykosids E ah Gluco-convallosid ergab die fermentative Spal- 
tung durch ein Fermentpraparat aus Aspergillus oryzae (Luizym). Danach 
konnten im Prtpierchromatogramm durch den R,-Wert und die Parbung Con- 
vallatoxin und Convallosid im Verhiiltnis 1 : 4 sowie die abgetrennte Glucose 
nachgewiesen werden. 

Als u-eitere kristallisierte Glykoside konnten mittels priiparativer Papier- 
chromatographie A und aus Vrakt. 13 der Aluminiumoxyd-Chromatographie 
(Kennzahl 10000) C, isoliert werden. Die Mikro-Saurespaltung lieferte aus 
A Rhamnose und aus C, Rhamnose und Glucose. Da das IT-Spektrum der 
Clykoside A und C, das Vorliegen einer Ketogruppe im Aglykon (A,,,, 28.5 mp, 
log E 1.53 und 1.41) (siehe Abbild.) wahrscheinlich macht., bestand die Mog- 
lichkeit? daB das Aglykon in beiden k'lillen das gleiche ist. Die beiden Glyko- 
side wiirden dann im gleichen Verhaltnis wie Convallatoxin und Convallosid 
zueinamtler stchen. Mit dieser Auffassung stimmen aber einerseits die erhal- 
terieii :I.'iirbungon mit konz. Schwefelsiiure nicht gut uberein, ebeiiso die Fest- 
stellung, (la13 die Werte fur die optische Drehung sich beim Vergleich zwi- 
scheti Conva,llatoxin und Convallosid nach negativeren Werten (-0.XO und 
--10.4O), bei A und C, aber in umgekehrter 'Kichtung (-17.7O und --10.1") 
Sndern. Es ist claher sehr wahrscheiulich, da13 das Aglykon in A und C, nicht 
das gleiche ist. Wir haben das ClykosidA mit dem Namen Val la ro toxin  
und das Glykosid C, mit der Bezeichnung Majalosid belegt. 

Die Snrnmenformel beider Verbindungon muB zur Zeit noch unbestimmt blciben. da 
rin Bristallwassergchalt in den Glykosiden nicht ausgeschlossen werden kann. Fur das 
Aglykoii tlcv Vallarntoxins bleibt die Moglichkeit CuH320R gcgeben, wahrend daa Genin 
deR Majulnsid die Formel C,,H,,O, haben kann. Zur Klarung dieser Fragen mu13 zu- 
niichst einmal weiteres Busgangsmeterial beschaff't werden. Mit dem Vorliegen einer 
Ketogruppe im Aglykon des Majalosids stimmt die Feststellung uberein, daB der ihm 
zulioni mrnde Fleck bci der Papierchromatographie nach Retluktion rnit Natriumborhydrid 
zum Veixchwinden kommt. 

Die GlykosideB und C, konnten nicht kristallisiert werden, obwohl sie 
sich papierchromatographisch a.ls einheitlich erwiesen. B gab bei der 8k;ure- 

~. . __ -. .___ 
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spaltung Rhamnose und Glucose, die papierchromatographch ermittelt wur- 
den. Das nicht kristallisiert isolierte Anhydro-genin von B zeigte bei der Be- 
handlung mit konz. Schwefelsaure den gleichen Ablauf der Farbungen wie 
das von A, so da13 zwischen beiden Glykosiden A und B eher eine Identitat 
im Aglykon zu envarten ist als zwischen A und C,. Merkwiirdigerweise fan- 
den mir bei Glykosid C, obwohl es im Papierchromatogramm schneller lief 

- ~~~~~~~ 

Rhamnose. Sein Anhydro-genin zeigte 

Farbwerte wie das Anhydro-genin von 
C,. Es lie13 sich aber mit Natriumbor- 
hydrid nicht reduzieren. Der R,.-Wert 
im Papierchromatogramm blieb beste- 
hen. Damit iibereinstimmend zeigte das 
Glykosid im U V  weder eine Aldehyd- 
noch eine Ketogruppe an. Der gleiche 
Refund wurde auch bei I? gemacht 
(siehe Abbild.). 

Die Untersuchung der Blatter von Crmval- 
laria majulisl .  erlaubt damit die Feststellung, 
daD hier ebenso wie in einer Reihe von Stro- 
phanthus-Samen sichein Gemischvon Glyko- 
siden findet, die sich im Oxydationsgrad des 
(:-Atoms 19 unterscheidentt). Wahrend eine 

mit konz. Schwefelsaure die gleichen 4 :  

t 3 -  
~ 

2 -  

- 

- 
240 260 2; 

f ? l  - 
konen mit Sicherheit nachgewiesen sind UV-Spektren in Methanol (c = 0.02 g/E); 
(Ringverkniipfung A/B cis), ist auch das Vor- x - x A (Vallarotoxin), x - - - - x  C, 
liegen der entsprechenden CH,-Verbindungen (Majalosid), x ......---. x C, (Convallatoxol) 
an C'O sehr wahrscheinlich. Hier wie auch 
bei den am Anfang der Arbeit erwahnten Strophanthus-Arten ist niemals ein Aglykon mit 
Carboxyl an Po aufgefunden worden. Auch aus anderen Pflanzen sind solche Verbin- 
dungen nicht bekannt, obwohl die Oxydation einer Aldehydgruppe an Cl0 bei Ring- 
verkniipfung A/B trans besonders leicht erfolgt. Schon beim Stehenlassen in %sung 
tritt schnelle Oxydation bei Derivaten des Corotoxigeninslo) und Bovogcnins A") a n  
der Aldehydgruppe auf. Diese Beobachtungen rnachen es wenig wahrscheinlich, daO 
die sauerstoffarmeren Aglykonc Vorstufen der sauerstoffreicheren sind, sondern eher um- 
gekehrt. Vermut l ich  s ind  d ie  Verb indungen niit Aldehydgruppe  a n  C10 bio-  
gene t i sch  fr i ihere  P r o d u k t e ,  die  i n  d e n  P f l a n z e n  i i n d i n  K r o t e n  i n  verschie-  
denem AusmaD u n d  a n  unterschied l ichen  Stc l len  i n  d e r  Molekel i n  sauer-  
s t o f f i r m e r e  i ibcrgcf i ihr t  wcrdcn.  Dm wiirdc bedcuten, daD reduktive ProzeBse in 
den Endstufen der Bildung dieser Stoffe im Vordergrund stellen. 

++) Auch in den Samen des Goldlacks (Cheirunihw, c h i r i  L.) wurden Strophanthidin- 
und Uzarigenin-Glykoside nebeneinander vorgefunden (H. Hchwarz, A. K a t z  u. T. 
Reichs te in ,  Pharmac. Acta Helvetiae 01,250 [1946]; N. 11. S h a h ,  K. Meyer  u. T. 
Reichs te in ,  ebenda24,113 [1949]; J. A. Moore, Ch. Tamin  u. T. Reichs te in ,  
Helv. chim. Acta 37, 765 [1954]. 

10) A. Sto l l ,  A. P e r e i r a  u. J. Kre is ,  Helv. chim. Acta30,293 [1919]; 0. S c h i n d -  
le r  u. T. Reichs te in ,  ebenda35,730 [1952]; A. H u n g e r  u. T. Rcichs te in ,  ebenda 
35, 1073 [1952]. 

11) A. K a t z ,  Helv. chim. Acta36, 1417 r19531; 37,451, 1420 119541. 

~ 
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These Annahnie liil3t. Nich vielleicht auch noch anderweitig stutzen. Von den Agly- 
konen mit OH-Gruppe an C5 sind bisher nur solche der cia-Reihe in bezug auf die Ringe 
A und R bekannt (Strophanthidin, Periplogenin, Telocinobufagin und Hellebrigenin). 
Die der trans-Rcihe fehlen ah Natumtoffe vollig, obwohl auf diesem Gebiet schon ein 
recht umfangrriolies Tatsachenmaterial vorliegt. Auch sind Steroidderivate mit OK an 
(I" hei tram-Verknupf ung der R.inge A und B auf rein cheniischem W'ege hergestellt wordenl*). 

Pcrner sind solche mit einer Doppelbindung A' bekannt (in der Cardenolid-Reihe 
das Aglykon des soeben aufgefundenen Acofri~sids'~), in der Bufadienolid-Reihe Scillarenin 
und S~illiglaucosidin'~) ). Es laDt sich daher vcrmuten, daB Verbindungen der ckReihe 
in bezug arif die R.inge A und B mit OH an C5 primar sind. Kommt es zur I'aeserabspal- 
tung, so kann die nachfolgende Wasserstoffanlagerung entweder in die cis-Reihe in bezug 
auf die R.inge A iind B fuhren (Digitoxigenin, Digoxigenin, Sarmcntogenin, Gitoxigenin 
11.n.) oder aher zur tram-Verkniipfung der Ringe A und B AnlaB geben, wie sie im Uzari- 
genin, Corotoxigenin, Rovogenin A u.a. vorliegt. Auch hier sprechen die Tataachen in 
drn Endphascn der Biogenesc mehr fur reduktive als fur oxydative Prozesse+++). Es ist 
in dieserii Zusanimenhang erwahnenswert, da13 die biologische Oxydation von Steroid- 
dcrivitten durch blikroorganismen niemals zu einer Einfuhrung von Sauerstoff an C6, CI4 

odrr (!I9 gefuhrt hat16), cine Substitution, die fur Cardenolide und Bufadienolide mehr- 
fach gefunden wurde, an 

Was das Vorkommen einer Ketogruppe in den Aglykonen von Vallaro- 
toxin und Majalosid angeht, so ist eine solche neuerdings von It. Rich te r ,  
0. Schindler  und T. R e i ~ h s t ~ e i n ' ~ )  auch in den Glykosiden Sarmutosid 
und Musarosid aufgefunden worden, denen daa gleiche Aglykon Sarmutogenin 
zukommt,. Die genannten Glykoside stammen aus den Samen von Strophuntus 
sa.rnrrntosus A.P.DC.**). In  den Blattern von Conoallariu majalis L. finden 
sich diefie unterschiedlich mit Sauerstoff substituierten Cardenolide alle neben- 
einander vor, sie sind hier ihrem Ent.stehungsort naher als in den Samen, 
wo vermutlich nur noch bestimmte Glykoside zur Ablagerung gelangen. Die 
T-erhaltnisse entsprechen damit etwa denen in der weiBen Meerzwiebel, Ur- 
gineu nturilklu (Baker) I,., in der eberifalls an C10 Aldehyd- und Methylderivate 
nebeneinander vorkommen, wahrend daa 12-Ketoderivat Scillirosid bisher 
in groRerer Menge nur in der sehr nahe verwandten Varietat der roten Meer- 
zwiebel gefunden wurde. 

Wir danken der Deutschen  Forr tchungsgemeinschaft  auch an dieser Stelle viel- 
mals fur  dic finanzielle Unterstutzung dieser Arbeit. Ferner sei auch der Firma P. Beiers-  
dorf  & Co., Hamburg, fur die Bereitstellung des Ausgangsmaterials fur diese Unter- 
suchungcn gedankt. 

")-PI. A. P l a t t n e r ,  H. H e u s s e r  u. A. B. K u l k a r n i ,  Helv. chim. Acta.32, 1070 
119491; H. McKennis  jr. u. G. W. Oaffney ,  J. biol. Chemistry 176,217 [1948]. 

33) H. Muhr,  A. H u n g e r  u. T. R e i c h s t e i n ,  Helv. chim. Acta37.401 [1954]. 
14) A.Stol1,A.v.Wartburgu.  J .R,enz,  Helv. chim. Acta36, 1531, 1557, 1565[1953]. 

+ . I . + )  Dies wurde auch dann der Fall sein, wenn die A4- bzw. A5-ungesiittigten Verbin- 
dungen primiir waren und diejenigen mit OH a n  C5 durch anschliehnde Wasscranlage- 
rung stntt M'aqmrstoE entstanden sind. Das Fehlen der tram-Derivate in bezug auf die 
Ringe A und R miil3te dann in der SpozStiit des hierfiir zustiindigen Fermentes gesucht 
wcrden. 

&) R. Tsc  hes  c he  u. F. Kor te ,  Angew. Chem. 64,635 [1952] ; 65,811:1953]; 66,32 [ 19541. 
I e )  D. Per lman,  E. T i t u s  u. J. F r i e d ,  J. Amer. chem. SOC. 74,2126 [1952]; J. 

F r i e d ,  R. W. T h o m a ,  J. R. Gerke,  J. E. H e r z ,  M. N. Donin  u. D. P e r l m a n ,  ebenda 
74, 3962 [1952]; J. F r i e d ,  R. W. T h o m a  u. A. Kl ingsberg ,  ebenda 76,5764 [1953]. 

aber die Rcgel istI5). 

I ? )  Helv. chiin. Acta 37, 76 [1954]. 
I * )  R.. R i c h t e r ,  K. Mohr u. T. Reichs te in ,  Helv. chim. Acta 36,1053 [1954]. 
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Beschreibung der Versuche 

_ _  - 

Als Ausgangsmaterial dienten getrocknete und pulverisierte Maiglockchenblatter, die 
3 ma1 mit Methanol bei Zimmertemperatur extrahiert wurden. Der Methanolextrakt 
wurde i.Vak. eingedampft und der Ruckstand mit Wasscr aufgenommen. Xach der 
iiblichen Vorreiniguing mit basischem Bleiacetat und Entfernung. des uberschussigen Bleie 
wurdc die wiiSr. Losung nacheinander mit Petrolather, Benzol, Ather, Chloroform (1 mal) 
Chloroform/&hanol (9: 1) (6mal) und Chloroform/hhanol (1 : 1) (8 mal) ausgeschuttelt. 
Nur die Fraktionen mit Chloroform und Chloroform/&hanol enthielten auf Grund der 
Reaktion nach K e d d e  8 )  Cardenolid-Glykoside. In der wliBr. Restlosung sind solche 
ebenfalls noch in geringer Menge vorhanden, jedoch ist ihre Bestimmnng auf Grund der 
starken Eigenfarbe dea Extraktes nicht mit Sicherheit moglich. 

C h r o m a t o g r a p h i e  d e s  Chloroform-  u n d  d e s  Chloroform/Athanol -  
E x t r a k t e s  (9: 1) 

5.985 g Trockensubstanz dcr vereinigten Extrakte (aus ca. 6 kg Bllittern) wurden in 
50 ccm Chloroform geliist und an einer Sliule mit Aluminiumoxyd (KorngriiBe Kennztlhl 
lOO00) in iiblicher Weise nach dem Durchlaufverfahren chromatographiert. Es wunlen 
folgende Frtlktionen erhalten, wobei von den angewandten Liisungsmitteln je 2rio ccni 
aufgefangen wurden: 

h.br.S. ' 

- 

Sr.  

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 

. -  

h.g. 

30 

Lijsungsmittel I Kedde 
_ _ _ ~  - 

,, 

,, ' 8. 

,, 
Chlf.+lyo M 

,, 
,, 
9 ,  

Chlf .': 2 % M 
,, 
I ,  

Chlf.+5% M 
,, 

,, 
Chlf. + 20 % M 

,, 

Methanol 
,, 

,, 
,, 

m. 
m. 
st. 

s.st. 
st. 
st. 
st. 
st. 
st. 
st. 

s.st. 
s.st. 
s.st. 
s.st.. 
st. 
st. 

8.Llt. 
s.st. 
st. 
st. 
st. 
st. 
m. 
st. 
m. 
- 

88 
46 

127 
54 
34 

129 
23 1 
191 
98 
21 

376 
229 
195 
107 
18 

170 
104 
85 
37 
9 

418 
375 
212 
115 
163 
329 
244 
288 
98 
77 

4.688 g 

. . - . .- - 

Ruckstand I Ain % I Bin:(, 

h.br.Sch. 
h.br.S. 
g.8. 
6.s. 

h.br.Sch. 
g.Sch. 
f.Sch. 
g.Sch. 
g.Sch. 

h.g.Sch. 
f.Sch. 
g.Sch. 
f.Sch. 

g.Sch. 
g.s. 

g.s. 
g.s. 
f.Sch. 
f.Sch. 
g.Sch. 

g.Sch. 
g.s. 

+ 
+ 
10 
30 
30 
30 
30 
10 
-k 

I 

+ 
+ 
+ 
10 
10 
30 
70 
70 
70 
70 
70 
70 
50 
30 ' 

I 70 
70 I + 

' 30 I 30 
10 30 

! 5 0 , 1 0  

: + i 1 °  
Illlreungen: m. = mittel, 8. = sahwach. st. = atark, s.st = sehr stark, f. = farblos, g. = gelb. br. = braur, 
hellgelh, 6ch. = Schaum, 8. = Sirup. 
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Die Zusanirnensetzung der erhaltenen Fraktionen in bezug auf Cardenolid-Glykoeide 
wiirdc mit Hilfo der Verteilungspapierchrmatographie untersucht ') und der Gehalt mit 
der Farbreaktion nach K r d d e  auch quantitativ annahernd bestimmt. Dazu wurden 
jetlesiiial 1 mg Substanz in 0.2 ccrn Methanol gelost und pro Fleck 0.03 ccm aufgctragen, 
bei cinern schwach positiren Kedde-Test 0.06 ccm. Daa Auftragen wurde auf trockenern 
Papier vorgenomrnen und solches der Firma Machorey & Nagel (Diiren) Nr. 61 verwendet, 
wenn mit Usungsmittelgemisch 111 und IV (8. unkn)  gearbeitet wurde. Fur die Ge- 
mische l, I1 und V hat sich das Papier Schleicher & Schiill (Daasel) Nr. 2043a besser 
bewahrt. 

... ~ ~ - . _ _  . 

Folgende Liisungsmittelgcmische wurdcn verweiidet : 
Cemisch 1 : Octnnol/PentRnol/U'aaser/For~namid 6 : 1 :  I :4 
Gemisch I1 : Octanol/Pentanol/Wasser/Forninmid 6: 2 : 8: 2 
Gemisch 111: Pcntnnol/Wasser 
Cemisch 1V : Isobutanol/M'aaser 
Gcmisch 1': Hutanol/Pyridin/M'aer (leichte Phase) (bei trockenem Papier) 3: 1 ::I 
Die nachfolgende Tabelle gibt die vcrwendeten Lijsungsmittel bei der Papierchromato- 

graphie in Abhhgigkeit von der Natur der vorliegenden Glykoside bzw. Aglykone wieder. 

.... - - ... - .. . . . . . .  . . . . . . . . . .  

Substanz 
Gemisch 

I I : I1 ' 111 , I V  I v 
. . . .  I . .  ' . . . . .  

I . !  -~ 
Genineund Anhydrogcninc ! -i ! -- 
Acctate , . I  ................. I /  A und B ................ ! j - .  ! -  

D-Komplex rind E ...... i 1 + 1 t  i 

-. I 

...... ... .. (.I-Komplox , , ' 1 7  -t 

Eingespriiht wurde dss Papier steta mit der alkoholischen Phase, wahrend die mehr 
wiiRrigc Zuni Ent,wickeln des Clhromatogramms verwendet wurde. Gearbeitet wurde ah- 
ateigend in Standzylindern, und der 01% auf dem Papier nach vorhcrigem Trocknen bei 
100" durch Bespriihen rnit dem Reagens nsch K e d d e  bestimmt,. Dic Fiirbung erscheint 
na.cb ca. 1 Mh.; die Gehaltsahschatzung erfolgt durch Vergleich dcr Farbintensitat mit, 
bekannten Mengen Convallatoxin. In den Gcmischen 11, 111 und IV steigt der R,-Wert 
init der Waswrloulichkeit der Glykoside an, bci Gemisch I kehren aich die Verhaltnisse 
teilwcise uni, wiihrend in 1,. die hydroxyl- lint1 zuckerreichsten Verbindungen am wenig- 
sten wandcrn, 

Die aachfolgende Tabelle gibt eiiiige R,-Werte in den angegebenen Liisungsinittclii 
fiir verschiedene (lardenolid-nerivate wieder : 

i HF . 100 Gemisch 
Kuhstanz 

I I1 ! 111 I I V  I v 
- Strophanthidin ......... 88 1 - 21 1 - 

......... I -  Strophanthidol __ _- 25 , _- 
Anhydro-strophanthidin . 21 - - I - , -  
Anhydro-strphanthidol . 13 - - 1 -  - 

............ I 62 Ouabagenin - 
Ouabain ............... ~ - 

k- Strophanthin . . . . . . . . .  __ I 100 X'Z 46 
k- Rtrophanthosid ....... 

lheletxten beiden Werte nach Privat-Mitteilung von Dr. S n a t h k e  in unserem Institut. 
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Glykos id  C, (Majalosid): Dieses Glykosid (39 mg) kristallisierte aus der Frak- 
tion 13 der Aluminiumoxyd-Chromatographie. Es wurde aus Methanol- Aceton-Ather 
mehrmals umkristallisiert und 21 mg rein in Form dichter Drusen aus diinnen Prismen 
erhalten. Es schmolz bei 174-177O; [a]3': -10.1O f 4O (Methanol). 

C33H52014 (697.8) Ber. C60.33 H7.52 
C3sH52011*1/2H20 (706.8) Ber. C 59.82 H 7.56 Gef. C 60.09 H 8.19 

Nach der Spaltung in unten beschriebener Weise wurden als Zucker Rhamnose  
und Glucose bestimmt. 

Glykosid C, (Conval la toxin) :  Dieses Glykosid (103 mg) kristallisierte aus den 
Fraktionen 15-17 der Aluminiumoxyd-Chromatographie. Es schmolz bei 236-242O; 
[a$'' : -0.8O f 20 (Methanol). Der Misch-Schmelzpunkt mit authentischem Convalla- 
toxin ergab keine Erniedrignng. 

Nach der Saurespdtung liel3en sich A n h y d r o - s t r o p h a n t h i d i n  und R h a m n o s e  
papierchromatographisch durch den R,-Wert und bei ersterem auch noch durch die 
Fiirbung mit konz. Schwefehaure bestimmen. 

Glykosid C, (Conval la toxol) :  Convallatoxol (71 mg) kristallisierte aus den Frak- 
tionen 23 und 24 der Aluminiumoxyd-Chromatographie. Aus Methanol- Aceton-Ather 
wurden nach mehrmaligem Umkristallisieren 49 mg Drusen aus diinnen, nadelformigen 
Prismen erhalten, die bei 170-172O schmolzen. Der Misch-Schmelzpunkt rnit aus Con- 
vallatoxin durch Fkduktion mit NaBH, hergestelltem Convallatoxol ergab keine Schmelz- 
punktaerniedrigung. [.]go: -10.4O & 30 (Methanol). 

C,J-IuO,, (552.6) Ber. C 63.02 H8.03 Gef. C 62.37 H7.75 
Die Sliurespaltung lieferte R ha  mn ose , die papierchrornatographisch nachgewiesen 

und A n h y d r o - s t r o p h a n t h i d o l ,  das durch den RF-Wert und die SchwefelsiiurefBrbung 
charakterisiert wurde. 

I so l ie rung  v o n  Conval losid:  100gAmberlit I R-4-B wurde auf einer Nutsche je 
6mal gewaschen rnit 2 n Easigsiiure, Waaeer und 2 n Ammoniak (je 100 ccm) und dam 
griindlich mit Weseer ausgewaschen. AnschlieBend wurde der Ionenaustauscher in eine 
Siiule gefiillt und 1 g Chloroform/Athanol-Extrakt (1 : 1 ) aus den BlBttern in wenig Waseer 
gelost aufgebracht. Die Elution erfolgte mit Wasscr und es wurden Fraktionen von 
100 ccm aufgefangen. Das Erscheinen von Cardenolid-glykosiden im Durchlauf wurde 
mit Hilfe der Kedde-Reaktion bestimmt. Die positiv reagierenden Fraktionen wurden 
5mal mit je 100 ccm Chloroform/&hanol (2:l) ausgeschiittelt und der Extrakt i.Vak. 
zur Trockene gedampft. 

Aus der zweiten Kedde-positiven Fraktion kristallisierten aus Methanol/Ather 21 mg, 
die, in gleicher Weise umkristallisiert, 14 mg mines Convallosid in Nadeln vom Schmp. 
201-205O ergaben; [alg': -9.4O f 3O (Methanol). 

C,,Hs20,,-2H,0 (748.9) Ber. C 56.13 H 7.53 Gef. C 55.85 H 7.37 
Die Mikrospaltung lieferte A n h y d r o - s t r o p h a n t h i d i n  sowie R h a m n o s e  und Glu-  

oose im Verhiiltnia 1 : 1. Der Nachweis wurde durch Papierchromatographie gefiihrt. Mit 
dieser Methode erwiesen sich Convallosid-acetat im RF-Wert auch rnit authentischen 
Priiparaten von R e i c h s t e i n  als identisch. 

I so l ie rung  v o n  Glykosid A (Val la ro toxin)  u n d  Glykos id  D, (Convallosid) 
d u r c h  pr i ipara t ive  P a p i e r c h r o m a t o g r a p h i e :  Auf einem Bogen des Papiera der 
Firma Macherey & Nagel Nr. 61 (50mal60) wurden 12 cm vom oberen Rand im Ab- 
stand von 0.5 cm je 1 mg Chloroform/Athanol-Extrakt (9 : l )  bzw. (1:l) in moglichst 
konzentrierter methanol. Losung aufgetragen. Der Bogen war oben und unten an Glas- 
stiiben befestigt. Dann wurde der Bogen gleichmaBig mit wessergesiittigtem Pentanol 
eingeepriiht und das Chromatogramm in einem geschloasenen Behiilter mit pentanol- 
gesiittigtem Wasser absteigend entwickelt. 

Der Bogen wurde an der Luft getrocknet und 3 bis 4 senkrechte 0.5 crn breite Streifen 
aus dem Chromatogramm geschnitten, der 01% der Glykoside auf dem Streifen wurde 
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durch die Bexktion nach K e d d e  sichtbar gemacht und entsprechende Zonen ails dem 
Hauptchromatogramm herausgeschnitten. Die einzelnen Fraktionen wurden aus dem 
Papier im Soxhlet-Apparat rnit Mcthanol extrahiert und der Extrakt i. Vak. eingedampft. 
Dieses Verfahren wurde ein zweites Ma1 in der Weise wiederholt, daB jede Glykosid- 
fraktion fur sich nur mit einer Belastung von 0.5 mg pro 0.5 ccm zur Chromatographie 
kam. SchlieBlich wurden die erhaltenen gereinigten Fraktionen an Aluminiurnoxyd 
(Kennzahl 10000) chromatographiert, um auch noch geringe aus dem Papier stammende 
Verunreinigungen zu cntfernen. 

Aus der im Papierchromatogramm am langsamsten laufcnden Fraktion wurden aus 
Aceton/&her nach mehrtagigem Aufbewahren 17 mg eines Kristallisates erhalten, das 
nach mehrmaligem Umkristallisieren 9 mg mines Glykosid A = Val la ro toxin  lieferte. 
Schmp. 131-132O, danach Festwerden rind erneutes Schmelzen bei 160-164O; [a]go: 
-17.7O ;t 4O (Methanol). 

- ~ ~ ._ 

C,,H,,O,* lH,O (552.6) Ber. C 63.02 H 8.03 
CZ9H4209-1i/2H20 (561.6) Ber. C 62.00 H 8.08 Gef. C 62.14 H 8.45 

Die Siiurehydrolyse in iiblicher Weise lieferte R hamnose ,  die papierchromatogra- 
phisch bestimmt wurde. 

Aus der dem Glykosid D, = Convallosid entsprechenden Fraktion der Papierchromato- 
graphic wurden in entsprechender Weise 2 mg krist. Conval losid erhalten. 

Die  F r a k t i o n e n  B, C, u n d  E kristallisierten auch nach Papierchromatographie in 
dcr oben beschriebenen Weise nicht. Die Saurespaltung von B liefertc R h a m n o s e  und 
Glucose ,  von C, nur R h a m n o s e ,  von E 2 Glucose und 1 Rhamnose .  Die Zucker 
wurden, wie auch bei den anderen Glykosiden, mit Hilfe des Tetrazoliumverfahrens in 
ihrem gegenseitigen Verhaltnis bestimmt. 

Zuckerbes t immung:  Die Hydrolyse der Glykoside wurde in der ublichen Weise 
vorgenommen') und der R,-Wert in 2 Gsungsmittelgemischen bestimmt (Papier Schlei- 
cher t Schull 2043a). 

_. - -_ - - - - - 
RF-Werte , Gemisch I 1 Gemisch I1 Gemisch I: Butanol/Pyridin/Warser 

3:1:3 (leichte Phase) 
Glucose 0.28 Gemisch 11: die gleichen Gsungsmittel 
Ithamnose' 1 :  1 0.42 0.48 im Verhiiltnis: 6:4:3. 

- _.- . -. __ - - ~ 

I 

Zur quantitativen Bestimmung der Zucker liefen parallele Chromatogramme mit der 
zu priifenden Lijsung und mit eingewogenen Zuckermengen des vorher in seiner Natur 
ermittelten Zuckers auf dem glcichen Papierstreifen. Nach Entwicklung der Farbflecke 
mit Tetrazoliumchlorid in einer rnit Wasserdampf gesiittigten Btmosphiire bei SOo wur- 
den gleich groBe Papierstucke rnit den Flecken (0 cm,) herausgeschnitten. Die Flecke 
wurden mit 5 ccm Pyridin/konz. Salzsiiure (9: 1) im Reagenzglas eluiert und im Spektro- 
meter unter Kompensation mit einem Blindwert bei 546 mp gemewn'~). 

F e r m e n t a t i v e  S p a l t u n g  von Glykos id  E: 10mg Glykos id  E &us der priipara- 
tiven Papierchromatographie wurden in 10 ccm Wasser gelost und mit 10 mg Ferment- 
priiparat Luizym (Luitpold-Werke Miinchen) versetzt. Nach Btiigigem Aufbewahren 
unter Toluol wurde die braune Losung i.Vak. auf 2 ccm eingeengt und mit 20 ccm Athano1 
versetzt. Es wurde aufgekocht und die Losung durch eine Glasfritte filtriert. Das Filtrat 
wurde 3mal mit je 3 ccm Chloroform/khanol (2:l) ausgeschiittelt. In  der verbleibenden 
wiiBr. %sung wurde die Glucose papierchromatographch bestirnmt. I n  der Chloro- 
formphase wurden C o n v a l  1 a t  o x i n und Con va l los i  d papierchromatographisch durch 
den R,-Wert und die Schwefelsiiurefiirbung nachgewiesen. 

19) K. Wallenfels ,  E. B e r n d t  n. G. Limberg ,  Angew. Chem. 66,581 [1953]. 


