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Thiusenricurbuzuri vun l c :  Aus I .4 g Ic und I .28 g Tliiusc~nric.arhuzid-hydroclrlorid (0.01 Mol) 
erhilt man in iiblicher Wcise gelbe Sttibchen, Schmp. 224". Ausb. 1.3 g (60.6% d. Th.). 

C ~ H ~ O N ~ S Z  (214.3) Ber. C 39.23 H 4.70 N 26.15 S 29.92 
Gef. C 39.34 H 4.61 N 25.81 S 29.72 

4 .S-D in i r~ t1~~ l -~h iuzu l~~ l - (2 / -h .~~d~azon von I c  ( l l c ) :  a) 1.4 g Ic  werden in 20 ccm Athanol 
mit 1.42 g 4.5-Dimeth~l-thiazolyl-(2)-hydrazir,9) (0.01 Mol) 20 Min. erwarmt. Auf Zugabe 
von Wasser fallen gelbe Nadeln aus, die nach dem Umlosen aus w a h .  k h a n o l  bei 217" 
schmelzen. Ausb. 1.85 g (69.5% d. Th.). 

Cl1Hl4N4S2(266.4) Ber. C49.60 H 5.30 N 21.04 Gef. C49.50 H 5.19 N 21.12 

b) Durch Kondensation molarer Mengen von 4.S-Dimerhyl-rhiazol-~1ldel1~d-(2)-thiu- 
scttiirarbu:on und 3-Brurti-brtranoti-(2) erhllt man gelbe Nadeln, Schmp. und Misch-Schmp. 
mit Substanz aus a) 217". 

RUDOLF TSCHESCHE und ULRICH DOLBERG 

Uber  pflanzliche Herzgifte, XXXIIII) 

Z U R  KENNTNIS DER B U F A D I E N O L I D - G L Y K O S I D E  
A U S  BOWIEA V O L U B I L I S  H A R V E Y  

Aus der Biochemischen Abteilung des Chemiscben Staatsinstituts der Universitat Hamburg 
(Eingegangen am 18. Juli 1957) 

Aus einem in Deutschland gewachsenen Muster von Euwietr volubilis H. 
konnte durch Verhinderung der Selbstfermentation Gluco-bovosid A isoliert 
werden. Der Zucker in den friiher beschriebenen Bovotoxinen wurde als 

Thevetose ermittelt. 

Die Untersuchung der herzwirksarnen lnhaltsstoffe der Zwiebeln von Bowiea 
~olubilis Harvey wird durch den Urnstand besonders erschwert, daB die Muster dieser 
Droge aus bisher nicht bekannten Grunden sich in ihren Inhaltsstoffen in Art und 
Menge ganz wesentlich unterscheiden. Wahrend wir aus einer sudafrikanischen Sorte 
aus der Gegend \'on Urnzinto, sudlich Durban, die friiher beschriebenenz) ,,Bovo- 
toxine", zusarnmen rnit Bovochrysoid und Bovopurpurosid, in guter Ausbeute ge- 
winnen konnten, erbrachten neue Sendungen aus derselben Gegend nur unbe- 
friedigende Ergebnisse *). Vielfach war ein Bufadienolidgehalt nur gerade ndchweis- 
bar. Schon A. K A T Z ~ )  hat auf den unterschiedlichen Gehalt der Droge verschiedener 

1) XXXII. Mitteil.: R. TSCHESCHE, S. WIRTZ und G. SNATZKE, Chem. Ber. 88, 1619 [1955]. 
2) R. TSCHESCHE, H.-W. SARAU und K. SELLHORN, Chem. Ber. 88, 1612 [1955]. 
3) Helv. chim. Acta 36, 1344, 1417 (19531; 33, 1420 [1950]; vgl. auch 37,451, 833 [1954]; 38, 

1565 [I9551 und 40, 487 [1957]; sowie Pharmac. Acta Helvetiae 29, 77, 369 [1954], Experientia 
[Basell 12, 285 [1956]. 

*I  Wir mBchten auch hier Herrn Dr. K. K. CHEN. Indianapolis, fur die uberlassung 
mehrerer Muster sudafrikanischer Zwiebeln sehr herzlich danken. Ebenso erhielten wir ein 
solches Muster durch die Firma KNOLLAG., Ludwigshafen a. Rh., fiir das wir auch hier 
unseren besonderen Dank ausdriicken mochten. 
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Provenienz hingewiesen, ohne daB bisher eine Klarung dieser Frage moglich gewesen 
ist. Die Verschiedenartigkeit beruht sicherlich nicht auf auReren Merkmalen, wie 
goBe oder kleine Zwiebeln, bzw. griine oder weiRe Sorte, sondern mu0 entweder auf 
botanische Unterschiede oder darauf zuriickzufiihren sein, daR klimatische Bedingun- 
gen einen entscheidenden EinfluB auf den Gehalt der Zwiebeln ausuben. 

Durch die Firma KNOLL AG., Ludwigshafen, erhielten wir ein weiteres Muster 
Bowiea-Zwiebeln, die bei Ludwigshafen gewachsen waren. Obwohl auRerlich sich 
nicht von unseren friiheren Sorten unterscheidend, lieferten sie nach Selbstfermen- 
tation ohne Schwierigkeiten Bovosid A, das bereits KATZ als ein Hauptglykosid 
seiner Zwiebeln erkannt hatte und das wir fruher nie beobachten konnten. Bovo- 
chrysoid, Bovopurpurosid oder die friiher beschriebenen Bovotoxine waren nicht 
nachweisbar. In untergeordneter Menge traten noch zwei weitere Bufadienolid- 
derivate auf, wahrscheinlich verschieden von den bisher beschriebenen, iiber die 
spater berichtet werden soll. 

Wurde jedoch die Selbstfermentation der neuen Zwiebeln bei der Aufarbeitung 
verhindert, so konnte kaum Bovosid A isoliert werden. Dagegen wurde ein unbe- 
kanntes Glykosid kristallisiert, das nur in Form seines Pyridinkomplexes gut isolier- 
bar war; ohne diese Base waren keine deutlichen Kristalle erzielbar. Die Reinigung 
von den oben genannten Begleitern erfolgte durch Verteilungschromatogaphie an 
Cellulosepulver *). Das neue Glykosid erwies sich als Gluco-bovosid A, bei der 
Spaltung mit Strophanthobiase aus Strophanthus komb6 lieferte es D-Glucose und 
Bovosid A. Die Bowiea-Zwiebeln enthalten daher eine Glucosidase, die endstandig 
gebundene Glucose aus dem genuinen Glykosid in Freiheit setzt. Die Verhaltnisse 
entsprechen also denen, wie sie von A. STOLL und J. R E N Z ~ )  bei verschiedenen herz- 
giftefiihrenden Pflanzen eingehender untersucht worden sind. 

Herr Prof. HILDEBRANDT, Bad Nauheim **). fand fur Bovosid A eine Toxizitat fur das Meer- 
schweinchen von 25.8 y/lOO g, wahrend er fur Gluco-bovosid A einen Wert von 135.0 y/IOO g 
beobachtete. Fur die Katze stellte Herr Dr. K. K. CHEN, Indianapolis **), fur Bovosid A 
einen Wert von 0.1235 mg & 0.0058 an 10 Katzen fest, wlhrend verschiedene Praparate der 
gleichen Substanz von KATZ die Zahlen 0.1293, 0.1273 und 0.13 18 ergeben hatten. 

In der vorhergehenden Arbeitz) iiber Bowiea-glykoside waren eine Reihe von 
,,Toxinen" beschrieben worden: Bovoeolotoxin, Bovoxanthotoxin, Bovocyano- 
toxin und Bovoerythrotoxin. Ihre Summenformeln mit 31 C-Atomen lieBen auf einen 
zuckerartigen Rest von 7 C-Atomen schlieRen, der wahrscheinlich auch die in den 
Toxinen nachgewiesene Methoxylgruppe enthielt. Es war aber bei der Hydrolyse mit 
alkoholischer Saure, die relativ energisch vorgenommen werden muBte, niemals ein 
mit Anilinphthalat oder Triphenyltetrazoliumchlorid nachweisbarer Zucker gefaat 
worden. Dagegen erhielten wir nun mit dem Perjodat-Benzidin-Reagenz nach Vis- 
continis), nicht aber mit den anderen genannten Reagenzien, im Papierchromato- 

*) Dieses Verfahren in der hier benutzten Form wurde von Herrn Dr. G. GRIMMER in 

4) Enzymologia [Amsterdam] 7, 362 [1939]; vgl. auch H. HELFENBERGER und T. REICHSTEIN, 
unserem Institut zuerst erfolgreich zur Isolierung von Herzgiften verwendet. 

Helv. chim. Acta 31, 1470, 2097 [1948]. 
. **) Beiden Herren sei auch hier vielmals fur ihre Untersuchungen gedankt. 

5)  M. VISCONTINI, D. HOCH und P. KARRER, Helv. chim. Acta 38, 642 [1955]. 
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gramm eine lokalisierte Anfarbung. Als wir nun auch Bovosid A in der gleichen 
Weise hydrolysierten (Methanol/n HCI 1 : 1. 1 Stde.), fanden wir den gleichen mit 
Perjodat nachweisbaren Fleck, daneben war die L-Thevetose aus dem Bovosid A 
rnit Anilinphthalat kaum noch nachweisbar. Als wir nun zur Spaltung rnit Eisessig- 
Salzslure nach KILIANI ubergingen, lieB sich die Thevetose sowohl im Bovosid A 
als auch im Bovoxanthotoxin und Bovoerythrotoxin ohne Schwierigkeiten auffinden. 
Vermutlich durften auch Bovocyanotoxin und Bovoeolotoxin Thevetose enthalten. 

Zur Kllrung der Frage, o b  die L-Thevetose mit alkoholischer Saure eine Veriinde- 
rung erfiihrt, wurde der aus Neriifolin gewonnene Zucker in der gleichcn Weise wie 
bei der Glykosidspaltung erhitzt. Danach trat im Papierchromatogramm neben 
Thevetose der neue Perjodat-positive Fleck an der gleichen Stelle auf, wo wir ihn 
bei der Glykosidspaltung beobachtet haben. Die neue Substanz erwics sich als nicht 
mehr mit wal3rigcr Saure oder Kiliani-Mischung in Thevetose umwandelbar. Zu 
erwiihnen bleibt noch, daB die isomere D-Digitalose diese Veranderung rnit alkoholi- 
scher Saure nicht erfahrt. Bei den Bovotoxinen haben offenbar die angewandten 
energischen Spaltungsbedingungen rnit alkoholischer Saure stets zur volligen Ver- 
lnderung der Thevetose gefuhrt. 

Wir danken der DEUTSCHEN FORSCHUNGSGEMEINSCHAFT fur die Unterstutzung dieser 
Arbeit und der Firma KNOLL AG., Ludwigshafen, insbesondere auch Herrn Dr. STAHLIN, 
fur die Uberlassung und Extrdktion der untersuchten Muster von Buwieo volrrbilis Harvey. 

B E S C H R E I B U N G  D E R  V E R S U C H E  

Die papierchromatographischen Versuche wurden in den Systernen Octanol/Pentanol/ 
Wasser/Formamid (6: 2: 1 :4) (Gemisch 1)6), Octanol/Pentanol/Wasser/Formamid (6: 2: 8: 2) 
(Gemisch 11). Pentanol/Wasser und Xylol/Butanon (1 : I ) ,  gesattigt rnit Formamid (Gernisch 
I I I )7). durchgefiihrt. 

Die Sichtbarmachung auf dem Papier erfolgte mit SbC13, bzw. durch Beobachtung unter 
der kurzwelligen Ultraviolettlampe Original Hanau PL  320. Die bei 295 - -  300 mp absorbieren- 
den Bupddienolidderivate erschienen hierbei als dunkle Flecke auf dem schwach bllulich 
fluoreszierenden Untergrund des Papiers. 

Ar,jirrhei!rirg von Muster I 
Bei diesem Muster handelte es sich um 40 kg Bowiea-Zwiebeln, die aus Samen siidafri- 

kanischer Bowiea-Pflanzen in Ludwigshafen gezogen worden waren. Die Ernte erfolgte nach 
Ende der Vegetationsperiode im Spiitherbst und die Aufarbeitung im Friihjahr vor Beginn der 
Vegetationsperiode. Dabei wurde das fruher benutzte Verfahren (rnit voraufgehender Selbst- 
fermentation) angewandt. Es resultierten : 

11.6 g Ather-Extrakt: 

Der Chloroform-Athanol-Extrakt enthielt unbedeutende Mengen an Bufadienoliden, wie 
iliis dem Fehlen des UV-Absorptionsmaximurns bei 300 mp hervorging. 

Bowsid A : Der Ather-Extrakt und die beiden Chloroform-Extrdkte wurden an A1203 
chromatographiert. Die jeweils rnit Chloroform/l :( Methanol eluierten Fraktionen waren 

6.4 g Chloroform-Extrakt A;  
15.3 g Chloroform/Athanol (2: I)-Extrakt. X . 7  g Chloroform-Extrakt B; 

b )  R. TSCHESCHE, G. GRIMMER und F. SEEHOFER, Chem. Ber. 86, 1235 [1953]. 
7 )  F. KAISI:R, Chem. Ber. 88, 556 [1955]. 
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papierchromatographisch nahezu einheitlich und lieBen sich aus Methanol/Chloroform/ 
Ather leicht kristallisieren. Nadeln, Schmp. 244-251 ". Beim Kristallisieren aus starker 
methanolhaltiger Losung wurde auch die von K A T Z ~ )  beschriebene lbsungsmittelhaltige 
Modifikation beobachtet: Schmp. 215-2225", dicke Prismen. Ausb. 4.55 g (=: 0.01 I X der 
frischen Zwiebeln). 

C3,HQ409 (560.7) Ber. C 66.41 H 7.91 Gef. C 66.41 H 8.01 

[a]',": -74 -t 4' (Methanol). 
Rr-Werte: Gemisch I 0.75, Gemisch I I  0.27, Gernisch 111 0.39. 
Firbung mit SbCI3 auf Papier: orange (Tages- und UV-Licht). 

Die folgenden Fraktionen der Chromatographie der Chloroform-Extrakte enthielten neben 
wenig Bovosid A drei weitere Bufadienolide. Eines davon (RF-Wert in Pentanol/Wasser 0.42, 
Fgrbung mit SbCI3 gelb-orange), das jedoch nur in untergeordneter Menge vertreten war, 
erwies sich als das spgter aus Muster I 1  in groBer Menge isolierte Gluco-bovosid A. 

At4arbeitung von Musicr II 

Herkunft der Zwiebeln (39 kg) und Zeitpunkt der Aufarbeitung waren dieselben wie bei 
Muster 1, doch wurde diesmal eine vorherige Selbstfermentation miiglichst verhindert. Dabei 
wurde das zu Brei zerkleinerte Material sofort in iiberschiissiges Methanol eingebracht und 
der waRrig-methanolische Extrakt nach Abpressen und Entfernen des Methanols zuerst mil 
Essigester und dann rnit Chloroform/Athanol ausgezogen. Es wurden erhalten : 

63.1 g Essigester-Extrakt; 15.9 g Chloroform/Athanol-Extrakt. 

Gluco-bovosid A: Die Auftrennung der Extrakte gelang durch Verteilungschromatographie 
an Cellulose rnit dem zweiphasigen System Ather/Athanol/Wasser (12:4.5: 5.3) (stationar: 
schwere, mobil: leichte Phase). 

600 g Cellulosepulver wurden rnit Methanol 1/2 Stde. lang kraftig zu einem dunnfliissigen, 
homogenen Brei verriihrt und dieser in kleinen Portionen in eine etwa zur Halfte mit Methanol 
gefiillte Chromatographiesaule gegossen, so daR sich die Cellulose gleichmiiBig in feiner Ver- 
teilung absetzen konnte. Dann wurde das Methanol mit der schweren Phase des Ather- 
Athanol-Wasser-Gemisches restlos herausgewaschen und anschlieRend vorsichtig die leichte 
Phase auf die Saule gegeben. Diese verdrangt beim Durchlaufen den UberschuR an stationarer 
Phase, bis sich zwischen beiden Phasenmengen an der Cellulose ein Gleichgewicht eingestellt 
hat. Dazu laRt man die mobile Phase so lange passieren, bis sie keine Anteile an stationarer 
Phase mehr rnitreilt. Insgesamt wurden auf diese Weise 1.21 stationare Phase verdrangt. Nach 
dieser Vorbereitung wurden ca. 15 g Substanzgernisch, in 80- 100 ccm mobiler Phase gelost 
(Auflosung unter teilweiser Entmischung des Losungsmittels), auf die SIule gebracht und 
eben in die Cellulosefiillung einsickern gelassen. Dann wurde mit mobiler Phase eluiert. Nach 
einem Vorlauf von ca. I I wurden zunachst vier Fraktionen zu je 300 ccrn aufgefangen, dann 
fortlaufend Fraktionen zu je 600 ccm. 

Durch 6 derartige Chromatographien konnten der Essigester- und Chloroforrn/Athanol- 
Extrakt (zus. 79 g) aufgetrennt werden. 

Die Fraktionen 2-4 enthielten fast ausschlieRlich Bovosid A, die Fraktionen 6-9 ein 
Gemisch hauptsachlich zweier Bufadienolide, nach dem Papierchromatogramm identisch 
mit denen aus den Chloroform-Extrakten von Muster 1. Ab Fraktion 10 erschien Gluco- 
hovovid A ,  in den Fraktionen 12- 15 rneist papierchromatographisch einheitlrch. Aus diesen 
Fraktionen lieR es sich PUS Pyridinlkher kristallisiert gewinnen. Schmp. nach dreimaligem 
Umkristallisieren 188 -196". Die Analysendaten sowie die Tatsache, da8  das Glykosid aus 
Pyridin leicht. aus anderen Losungsmitteln iitiRerst schwierig kristallisiert, deuten darauf hin, 
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da8 Pyridin in das Kristallgitter eingebaut wird (kein Gew.-Verlust bei 110" i. Hochvak.). 
Ausb. 8.6 g ( = z  0.022 "). 

C37H5401~. 1 Py (801.9) Ber. C 62.90 H 7.42 N 1.75 
. I1/2 Py (841.5) Ber. C 63.51 H 7.37 N 2.50 Gef. C 63.26 H 7.48 N 2.49 

[XI$': - 66 i- 2" (Methanol, c = 9.93). Amax = 300 mp, a = 7.56, log E = 3.80 (Mot.- 
Gew. -- 841.5). Im UV- wie im 1R-Spektrum traten die Absorptionsbanden des Pyridinsauf. 

Rp-Werte: Pentanol/Wasser 0.42; Gemisch 11 0.87. 
Farbung mit SbCI,: gelb-orange (Tageslicht und UV). 

Wie Bovosid A oxydiert sich Gluco-bovosid A bei Iangerem Stehenlassen der methanol. 
Losung an der Luft. Die Losung nimmt saure Resktion an ;  im Papierchromatogramm in 
Pentanol/Wasser tritt ein weitlaufender Fleck neu hinzu, welcher der entstandenen Saure 
zukommen diirfte. 

Bei der Glykosidspaltung nach KILIANI (mit Eisessig/Wasser/konz. HCI (55: 80: 15), I Stde. 
100 .) liel3en sich zwei Zucker ndchweisen, die durch papierchromatographischen Vergleich 
in den Systemen n-Butanol/Pyridin/Wasser (3: I : 3)3 n-Butanol/Athanol/Wasser (5: I :4), 
n-But3nol!Essigest-r/Wasser (2: I : 2) und n-Butanol/Wasser als Thewrose und Glucose identifi- 
zierr wurden. 

Bci d:r Glykosidspaltung mit Methanolln HCI ( I  : I )  (1 Stde. zum Sieden erhitzt) trat The- 
vetose nur schwach oder garnicht auf. Dafiir wurde mit dem Reagenz nach VISCONTIN15) in 
dem System Butanol/Pyridin/Wasser (3: I :3) ein Fleck mit dem RF-Wert 0.40 beobachtet. 

Abspnltirng der Glucose: 90 mg Gluco-bovosid A und 100 mg Stroplianthobiusr wurden in 
100 ccm Wasser gelost, mit etwas Toluol bedeckt und 6 Tage bei 37" stehengelassen. Nach 
Einengen auf ca. 10ccm wurde das Ferment durch Aufkochen mit 100ccm Athanol aus- 
geflockt und abfiltriert, das Filtrat wurde i. Vak. zur Trockne gebracht. Wie sich papier- 
chromatographisch zeigen lie& war erst ein kleiner Teil des Glykosids gespalten worden. 
Die Fermentation wurde daher in gleicher Weise weitere 6 Tage fortgesetzt. Doch trotz einer 
nochmaligen Erneuerung des Ferments war selbst nach weiteren 7 Tagen noch etwa l / 3  des 
Gluco-bovosids A unveriindert geblieben. 

Nun wurde der Trockenriickstand nach Entfernen der Strophanthobiase in 5 ccm Wasser 
aufgenommen und 5 ma1 mit Chloroform/Athanol (2: 1 )  ausgezogen. Die waDrige Lasung 
enthielt Glucose und wenig Gluco-bovosid A. Die Chloroform-Extrakte wurden an 1 g At203 
chromatographiert. Aus den mit Chloroform/2% Methanol eluierten Fraktionen lieD sich 
Bovosid A kristdtlisieren. Nadeln aus Aceton/Cyclohexan, Schmp. 238 -244". identifizierung 
durch IR-Spektrum und papierchromatographischen Vergleich in den Gemischen I ,  I I  und I l l .  




