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zweimal mit je 3 ccm Methanol gewaschen und i. Vak. iiber konz. H;SO, getrocknet.
Ausb. 22.0-22.2 mg (979, d. Th.).

Amax 214 my, 1g € 4.20; Amax 274 my, Ig € 3.9219),

Xanthin-[5-14C]: 10.0 mg Guanin-{5-1%C] werden in 1.0 ccm 272 H,SO, gelost und
bei 80—-90° im Verlaufe von 30 Min. mit 10 mg NaNO, in 2 ccm Wasser versetzt. Durch
Zugabe von wenig 2n NaOH wird ausgefallenes Xanthin in Losung gebracht. Bei 90°
wird nun mit 2n Essigsiure schwach angesiuert und langsam abgekiiblt, Das Xanthin
gcheidet sich kristallin und nahezu farblos ab. Nach Stehenlassen bei 0° ither Nacht,
Abzentrifugieren und Waschen, wie bei Guanin angegeben, erhilt man 9.4—9.6 mg (94 bis
969, d. Th.).

Amax 214 my, 1g € 4.30; Amax 283 my, Ig € 3.96'°).

Alle UV-Spektren wurden im Bereich von 180—500 my mit dem Gitterspektrophoto-
meter Optica gemessen. Losungsmittel: »/;, NaOH.

341. Friedhelm Keorte und Hans-Gerd Schicke: Zur chemischen
Klassifizierung von Pflanzen, XII. Mitteil.?: Zur Kenntnis des Amaro-
gentins
[Aus dem Chemischen Institut der Universitit Bonn]

(Eingegangen am 5. Juli 1956]

Amarogentin wird in 0.05%, Ausbeute aus- handelsiiblichem
Chirettakraut isoliert. Die Summenformel fiir das bittere Glucosid ist
C;oH34010- Dic Enzym- und Saurespaltung verliuft uneinheitlich, das
Molekiil enthilt keine OCH,-Gruppe, bei der Laétontitration werden
2 Moll. NaOH verbraucht. Die optisch nachgewiesene Doppelbindung
ist schwer hydrierbar. Aus dem nicht bitteren Amarogentin-tetra-
acetat 1aBt sich der Bitterstoff zuriickgewinnen.

Kirzlich wurde iiber die Isolierung des Bitterstoffes Amarogentin aus:
Gentianaceen berichtet?). Da die Substanz nicht kristallisiert, war es notwen-.
dig, ihre Einheitlichkeit zu priifen. Dazu wurde sie mehrfach nach verschie-
denen Verfahren gereinigt, wobei sich ergab, da die erhaltenen Produkte in
allen chemischen und physikalischen Eigenschaften identisch sind. Lage und
Intensititsverhiltnis der einzelnen Banden im IR (Abbild. 1) stimmen iiberein.
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Abbild. 1. TR-Spektrum von Amarogentin, in KBr gepreBt

1) 8. F. Msoan, J. chem. Soc. [London] 1954, 2071.
1) XI. Mitteil.: F. Korte, Chem. Ber. 88, 1527 [1955].
2) ¥. Korte, Chem. Ber. 88, 704 [1955].

S

S

%

N
D

% Durchidssigheit—~
T

S

N



Nr.10/1956] Klassifizierung von Pflanzen (X11.) 2406

Acetyliert man das Amarogentin mit Acetanhydrid in Pyridin, so bildet
sich ein geschmackloses Tetraacetat, welches nach lingerem Verweilen auf
der Zunge durch Verseifung wieder bitter wird. Auch das Tetraacetat kristal-
lisiert nicht. Durch sorgsame Chromatographie an Cellulosepulver Whatman
und Umfillung 148t es sich jedoch analysenrein gewinnen. Auf dem Papier-
chromatogramm ist es im Gegensatz zum Amarogentin mit SbCl; nicht anzu-
firben. Die Sichtbarmachung gelingt jedoch leicht durch Bestreichen mit
konz. Schwefelsdure.
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Abbild. 2. UV-Spektrum des Amarogentins in Methanol, ¢ = 0.0240 g/l ( ), in 1/,
NaQH, ¢ = 0.040 g/l (- ), und des Amarogentin-tetraacetates in Methanol, ¢ =
0.0250 gfl (----)

Bei der Verseifung mit KHCO, in Methanol3) und mit NaOCH, %) wird
Amarogentin zuriickgewonnen. Dadurch ist nachgewiesen, da8 sich das Grund-
skelett bei der Acetylierung nicht verindert, obwohl das Tetraacetat ein an-
deres UV-Spektrum als das Amarogentin hat (Abbild. 2).

Dieser Befund spricht dafiir, daB die Glucose in der Niahe des chromopho-
ren Systems mit dem Genin verkniipft ist, wie es beim Gentiopikrin, dem an-
deren Bitterstoff der Gentianaceen, bereits gezeigt wurde®). Das Tetraacetat
1aBt sich nur schwierig und in schlechterer Ausbeute rein erhalten, als das
Amarogentin.

Nach dem im Versuchsteil angegebenen Verfahren erhilt man aus 10 kg
handelsiiblichem Chirettakraut (Herba Chiretiae, Swertia chirata) 0.5 g reines
Amarogentin. Es enthilt keine Carboxylgrupps, und bei der Lactontitration
werden 2 Moll. NaOH verbraucht. Eine —OCH;-Gruppe ist nicht nachweisbar.
Beim Losen in n/; wiBrigem NaOH geht die Bitterkeit sofort verloren. (Im
Pflanzenrohextrakt ist das Amarogentin gegeniiber NaOH sehr viel stabiler.)
Wiihrend es beim Ansiuern in der Kilte zuriickgewonnen werden kann, ver-
gndert es sich beim Erhitzen in Analogie zum Gentiopikrin. Alle bisher er-

%) J. Schmutz u. T. Reichstein, Pharmac. Acta Helvetiae 22, 369 [1847].
4) G. Zemplén u. D. Kiss, Ber. dtsch. chem. Ges. 60, 166 [1927).
5) P. Korte, Chem. Ber. 87, 512 [1954].
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haltenen Verbrennungswerte stimmen gut iiberein, obwohl die Produkte nicht
kristallisiert sind. Durch mehrfache Darstellung des Amarogentins und des-
sen Tetraacetates wird die Summenformel CyH,,0,, gesichert. Die friither mit-
geteilte Molekulargewichtsbestimmung stellt sich als Fehlanalyse heraus. Vom
Gentiopikrin C,gH,,0, unterscheidet sich der neue Bitterstoff daher durch den
Mehrgehalt von C;H,0. Nach Beriicksichtigung der Glucose ergibt sich fiir
das Genin des Amarogentins die Summenformel (,,H,,0;. Bei der Mikro-
hydrierung mit Pt0, in Eisessig wird nur sehr langsam Wasserstoft aufgenom-
men, was der Hydrierung der «,B-ungesiittigten Lactongruppierung des Gen-
tiopikrins entspricht. Neben der «,3-ungesittigten Keto- oder Lactongrup-
pierung enthilt das Molekiil also keine weitere Doppelbindung.

Eine andere Analogie zum Gentiopikrin zeigt sich bei der Glykosidspal-
tung. Die Sdure- wie auch die Enzymspaltung verliuft uneinheitlich und
fithrt zu mehreren Produkten. Es konnte zwar eine zuckerfreie Komponente
(Schmp. 183°) isoliert werden, deren UV-Spektrum mit dem des Amarogen-
tins weitgehend tibereinstimmt. Diese Verbindung soll jedoch nach den Er-
fahrungen an Gentiopikrin®) noch nicht als das Genin angesprochen werden,
da sie nur in 7-proz. Ausbeute isoliert wurde.

Die bisherige pharmakologische Priifung des Amarogentins zeigt, dall es
fir die bekannten Wirkungen von einigen offizinellen Gentianaceen verant-
wortlich ist. Trotz der hohen Nachweisgrenze durch den Geschmack (Grenz-
verdiinnung 1:6-107) zeigt sich dagegen keine Wirksamkeit gegen Motten-
raupen’). ,

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft auch an dieser Stelle fiir
die Unterstiitzung der Arbeit.

Beschreibung der Versuche

Isolierung des Amarogentins: 100 kg Chirettakraut (Swertiu chirata) werden
mit Petrolither und Methanol erschépfend extrahiert, der Methanolextrakt i. Vak. (Bad-
temperatur 50°) eingedampft. Es hinterbleibt ein chlorophyllhaltiger Sirup, der mit
Wasser/Methanol 4:1 ausgezogen wird. Der Riickstand ist nach dem Durchkneten frei
von Bitterstoff. Die Losung wird erneut i. Vak. bei 50° eingedampft. Der entstandene
Sirup wird mit Methanol (}/, seines Volumens) versetzt und mit Petrolither ausgeschiit-
telt. Nach Eindampfen der Methanollésung i. Vak. wird noch dreimal mit Chloroform
extrahiert, um das restliche Chlorophyll zu beseitigen. Es hinterbleiben 11 kg Sirup.
der in Poitionen von 1 kg weiter aufgearbeitet wird*). Man extrahiert den Sirup mit
wassergesittigtem Essigester mit Hilfe eines Vibromischers. Nach 15 Extraktionen mit
1/ des Volumens an Essigester ist alles Amarogentin ausgeschiittelt. Nach Eindampfen
des Essigesters i. Vak. bei 50° hinterbleiben 100 g eines schaumigen Produktes. Dieses
wird in Methanol gelst und auf der 6-fachen Menge Al,0; Woelm neutral aufgezogen.
Nach dem Abdampfen des Methanols schlimmt man das véllig trockene Pulver mit
reinem Methanol in eine Siule ein, die mit der 30fachen Menge Al,O; Woelm neutral
gefiillt ist. Bei der Elution mit Chloroform/Methanol 9:1 werden gefirbte nicht bittere
Anteile abgelost, mit Methanol/Wasser 1:1 Amarogentin. Nach dem Eindampfen i. Vak.
wird das Rohprodukt zur Entfernung des Gentiopikrins an Cellulosepulver Whatman
chromatographiert, Losungsmittel: wassergesittigter Amylalkohol. Rg-Wert: 0.9-1.

8) F. Korte, Chem. Ber. 87, 769 [1954].

7) Wir verdanken die Priifung Herrn Prof. Dr. O. Bayer, Leverkusen.

*) Der Chemischen Fabrik Promonta, Hamburg, danken wir fiir die Extraktion
von 100 kg Chirettakraut.
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Die bittere, gentiopikrinfreie Fraktion wird erneut an Cellulosepulver mit wasser-
gesittigtem Butanol chromatographicrt. Ry-Wertr 0.8. Dabei werden Fraktionen von
10 cem aufgefangen und der Gehalt an Amarogentin durch den Bitterwert bestimmt.
Nach dem Eindampfen i. Vak. werden aus 1 kg Rohextrakt 1.2 g eines Rohproduktes
erhalten, das etwa 509, Amarogentin enthilt. Beim Aufnehmen mit Methanol und Ein-
dampfen i. Vak. hinterbleibt ein gelber Schaum, der mehrfach mit Chloroform ausge-
kocht wird. Man erhilt so 0.8 g eines..Pulvers, das durch fraktioniertes Umfallen
aus wasserfreiem Aceton mit absol. Benzol 0.5 g Amarogentin, Schmp. 168°, ergibt.
Zur Analyse wurde dieses Produkt noch mehtfach urngefillt und die fortschreitende Rei-
nigung durch Schmelzpunkt, Drehung, UV-Spektrum und Bitterwert kontrolliert.

Das Amarogentin ist unloslich in Ather, Petrolather, Chloroform und Cyclohexan,
schwer l6slich in Benzol und Wasser, leicht 16slich in Dioxan, Aceton, Athanol, Methanol
und Tetrahydrofuran. Schmp. 174°. Bitterwert 1:6- 107; [a]p: —67°, in Methanol. Zur
Analyse wurde die Substanz 10 Stdn. bei 120° i. Vak. getrocknet.

CyoH,,0, (424.4) Ber. C 56.60 H 5.70 0 37.70
Gef. C56.84 H 5.80 0 37.30 Mol.-Gew. 447 (n. Rast)

UV-Absorption in CHOH: Amaex 228 my, log € 4.35; 266 myu, log € 3.97; 304 my,
log € 3.87; in n/,; NaOH: dmax 222 my, log £ 4.35; 304 my, log e 3.67.

Mikrohydrierung des Amarogentins: 5 mg Amarogentin werden in 4 ccm Eis-
essig mit I’tO, als Katalysator bei Zimmertemperatur geschiittelt. Innerhalb von 2 Stdn.
findet nur eine geringfiigige Aufnahme von Wasserstoff statt.

Amarogentin-tetraacetat: 5.15 g rohes Amarogentin, Schmp. 166—-168°, geben
in 30 ccm absol. Pyridin eine braunrote Lésung, welche mit 80 ccm frisch destilliertem
Acetanhydrid versotzt und 3 Tage bei 40° stchengelassen wird. Nach Eindampfen
i. Vak. bei einer Badtemperatur von 50° wird zur Entfernung des Anhydrids mehrfach
mit Wasser versetzt, wobei sich ein dunkler Sirup an den Winden absetzt. Nach jeweils
10 Min. langem Stehenlassen wird das Wasser abgegossen. Der Riickstand wird in Metha-
nol gelost und i. Vak. eingeengt. Nach Wicderholung dieser Operation mit Methanol
und zwcimal mit Benzol ist der Sirup véllig vom Lisungsmittel befreit. Es fillt ein teil-
weise schaumiges Produkt an mit cinem Bitterwert von etwa 1:2-10° — 1:25-10%, wihrend
das Rohamarogentin einen solchen von 1:1-107 hat. Von AlL,O; Woelm neutral 1aBt sich
das Acetat nicht ablésen, es kann jedoch mit Benzol an 100 g Cellulosepulver Whatman
chromatographiert werden. Ein groBer Teil der schwarzen Produkte bleibt auf der Sdule
haften. Die gefarbte Benzol-Losung wird i. Vak. cingedampft, es hinterbleiben 4 g eines
gelbbraunen Sirups. Aus dem Sirup laBt sich durch hdufiges fraktioniertes Umfillen
aus Chloroform mit Cyclohexan ein farbloses Pulver erhalten, welches ebenfalls, jedoch
nur schwierig mit Wasser aus Methanol gefillt werden kann. Das Acetat ist weitgehend
rein, wenn es, von Schmieren befreit, in flockiger Form anfillt. Das Pulver ist nicht mehr
bitter. Ausb. 0.9 g. Kontrolle der Anreicherung durch Bestimmung des Bitterwertes,
Schmelzpunktes und UV-Spektren. Das Acetat ist leicht lgslich in Methanol, Chloro- .-
form, Benzol, Dioxan und Accton, schwer liéslich in Wasser, Petrolither und Cyclohexan,
Schmp. 89-92°. Zur Analyse wurde 10 Stdn. i. Vak. bei 70° getrocknet.

Cg5H3,0,, (592.5) Ber. C 56.75 H 5.44 O 37.80 Acetyl 29.1
Gef. C56.87 H5.25 O37.88 Acetyl 30.5 Mol.-Gew.598 (n. Rast)

UV-Absorption in Methanol: Amax 212 my, log £ 4.39.

Papierchromatographie des Acetates: Einige mg des Acetates werden in 1 cem
Methanol gelést und ein Tropfen dieser Losung auf das Papier (Schleicher & Schiill,
2043a) gebracht. Mit wassergesiittigtem Butanol liuft das Acctat fast mit der Losungs-
mittelfront durch, Anfirbung durch Bestreichen mit konz. Schwefelsiure. Braune Flecken,
Rg-Wert 0.90.

Verseifung des Acetates: 260 mg des rohen, an Cellulosepulver chromatographier-
ten Acetates (Bitterwert: 1:250000), werden in 60 cecm Methanol gelost, mit 260 mg
KHCOQ,, das in 15 ccem Wasser gelost ist, versetzt und 10 Tage bei Zimmertemperatur
stehengelassen. Die Losung, aus der sich inzwischen geringe Mengen eines farblosen
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Produktes ausgeschieden haben, wird i. Vak. eingedampft. Zur Entfernung etwa vor-
handener anorganischer Produkte wird mit 150 ccm Wasser aufgenommen. Bis auf eine
geringe Menge eines braunlich gefarbten Produktes geht nun die gesamte Substanz in
Losung. Hieraus wird der Bitterstoff 5mal mit je 50 cem Essigester ausgeschiittelt. Die
gefirbten Anteile gehen nur in geringer Menge in den Essigester, der stark bitter ist.
Nach dem Abdampfen des Losungsmittels hinterbleibt ein schwach gefirbter Schaum,
aus dem das Amarogentin isoliert werden kann.

Beim Losen dieses Scaaumes in Aoceton und anschlieBender Fillung mit Benzol fallt
der Bitterstoff sofort in flockiger Form aus. Nach mehrfachem Urofillen erhilt man
Amarogentin vom Schmp. 168—170°, Ausb. 50 mg. Durch weiteres Umfillen erhilt man
40—45 mg Amarogentin mit dem Schmp. 170-172°. Die Identitit mit Amarogentin
wird durch Misch:-Schmp., IR-Spektrum und Bitterwert (1:6-107) bestétigt.

Spaltungdes Amarogentin-tetraacetates: 360 mg Acetatsirup werden in 10 cem
Methanol gelost und mit einer katalytischen Menge CH;ONa versetzt. Nach 40stdg.
Aufbewahren bei Raumtemperatur wird mit Essigsiure neutralisiert und i. Vak. einge-
dampft. Derin Chloroform unlésliche Sirup wird in wenig Methanol gelést und mit 150 ccm
Wasser versetzt. Nach § Extraktionen mit je 50 ccm Essigester ist die gelb gefarbte
wilBrige Losung nicht mehr bitter. Nach dem Eindampfen des Essigesters wird aus dem
verbleibenden Sirup mit Benzol aus Acetonlésung das Amarogentin gefallt. Schmp.
166-168°. Nach weiterem mehrfachem Umfillen aus Dioxan mit Cyclohexan war der
Schmp. 169—-171°. Ausb. 30 mg; Bitterwert 1:6-107.

Titration des Amarogentins: 18.9 mg Amarogentin werden mit 10 ccm n/,, NaOH
versetzt, wobei sich die Substanz auflost. Nach 2 Stdn. wird mit n/,; HCI zurlicktitriert.
2 Moll. NaOH pro 1 Mol. Amarogentin werden verbraucht. Konduktometrisch und mit
Phenolphthalein als Indikator werden gleiche Ergebnisse erzielt.

Stabilitdt: Amarogentin ist gegeniiber n/f; NaOH instabil, gegeniiber n/,, NaOH
einige Minuten bestindig. Beim Erhitzen mit 2n HCl verliert es die Bitterkeit nur lang-
sam. Nach 6 Stdn. sind etwa 609, hydrolysiert. 309, konnen zuriickgewonnen werden.

Alle Spektren wurden im Bereich von 190—400 my mit dem Gitterspektrophotometer
Optica gemessen.

342. Theodor Wieland und Heinz Peil?: Umsetzungsprodukte
aliphatischer Diazoverbindungen mit Ammoniak

[Aus dem Institut fiir organische Chemie der Universitit Frankfurt a. M.]
(Eingegangen am 7. Juli 1956)

Durch Anwendung der mikropraparativen Papierelektrophorese
wird gezeigt, daB sich Diazoessigester mit Ammoniumhydroxyd
auBer zu Diazoacetamid auch zu Glycinamid, Glycin, Asparagin-
saure und deren Diamid umsetzt. Diazomethan liefert erwartungs-
gemiB Mono- und Di-methylamin und in Gegenwart von Luft Col-
amin, auBerdem weitere bisher nicht aufgeklirte Amine. Die Col-
aminbildung hingt mit der Anwesenheit von Formaldehyd zusammen,
der aus Diazomethan durch Autoxydation entsteht.

Als Zwischenprodukt zur Synthese von &-Lactyl-glutathion wurde von uns
vor einiger Zeit S-Lactyl-thiophenol verwendet, das wir aus §-Alanyl-thio-
phenol durch Behandeln mit Salpetriger Siure herstellten?). Bei dieser Ge-
legenheit erhob sich die Frage, ob Diazoacyl-thiophenole,

e O
N,~CR-CO—S—C¢H, (I),

1) Dissertat. Frankfurt a. M. 1956.
3) Th. Wieland u. H. K6ppe, Liebigs Ann. Chem. 881, 1 [1953).





