
Volumen xxxv, Fasciculus I (1952) - No. 33-34. 271 

de laquelle la consommation d’oxydant est mesurke, et ti 25O, pendant I’oxydation pour la 
d6termination de l’ammoniaque lib8r6e. Dans cette d6termination, il est nkcessaire d’intro- 
duire quelques gouttes d’alcool octylique pour emp6cher la formation de mousses, lors de 
la distillation en prksence d’oxyde do magnbsium. Un essai A blanc est effect& dam les 
m6mes conditions pour chaque dhtermination. Les rCsultats sont rapport& dans le 
tableau 11. 

Nous remercions M. E.  Forchielli pour son aide dans la prbparation de I’ester mkthy- 
lique de l’acide hyaluroniquc methyl6 et M. M .  Spivak pour son aide dans le dosage des 
groupes mkthoxyles esters et glycosidiques. 

SUMMARY. 

Action of methanolic hydrochloric acid on the methyl ester of 
methylated hyaluronic acid does not produce monosides. Thus, per- 
iodate oxidation of the split product cannot be used to establish the 
structure of hyaluronique acid. 

A microdet ermination of the glycosidic methoxyl groups is des- 
cribed. 
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34. Isolierung yon Alstonin aus afrikanischen Rauwolfia- Arten 
von E. Schlittler, H. Schwarz und F. Bader. 

(14. XII. 51.) 

Biddiqui  d2 Biddiyuil) haben als erste die beiden Alkaloide Ajma- 
lin und Serpentin aus der indischen Rauwolfia serpentina Benth. iso- 
liert. Mit der Chemie des Ajmalins haben sich Robinson und Mitarb.2) 
befasst, wahrend die Konstitution des Serpentins von E. Xchlittler 
& H.  Bchwarx3) aufgekliirt worden ist. 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, afrikanische Rauwolfia- 
Arten vergleichend auf ihren Alkaloidgehalt zu priifen. Dazu standen 
uns Rauwolfia vomitoria Afzel und Rauwolfia obscura E. Bchuum. 
zur Verfiigung4). Wir haben dieses Pflanzenmaterial ahnlich aufge- 
arbeitet, wie dies friiher beschrieben worden ist Ein prinzipieller 
Unterschied bestand darin, dass keine Vorextraktion mit Athylen- 

S. Siddipui & R. H. Siddipui, J. Ind. Chem. SOC. 8, 667 (1931 j ; 9, 539 (1932) ; 12, 
37 (1935); 16, 421 (1939). 

z, D .  Xukherj i ,  R. Robinson & E. Schlittler, Exper. 5,  215 (1949). 
3, E. Schlittler & H .  Schwurz, Helv. 33, 1463 (1950). 
4) Die Wurzeln yon Rauwolfia vomitoria verdanken wir Pbre Callens vom botani- 

schen Garten Kisantu (Belg. Kongo). Die Rinden von Rauwolfia obscure hat uns Herr 
Dr. P. Speiser (Afrikaexpedition der UniversitLt Base1 1950) freundlicherweisc zur Ver- 
fugung gestellt. 
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chlorid durchgefuhrt, sondern direkt mit neutralem Methanol extra- 
hiert wurde. Die schwachen Basen konnten leicht abgetrennt werden ; 
sie erwiesen sich als mit Ajmalin identisch. Die starken Basen waren 
noch weniger stabil als unsere fruheren Serpentinfraktionen, und die 
aus ihren Salzen hergestellte freie Base war so unbestandig, dass sie 
mit Serpentin unmoglich identisch sein konnte. Ein Vergleich des 
Perchlorats und Nitrats sowie der freien Base rnit authentischen 
Alstoninproben, die uns Herr Dr. 3. C. Elderfield freundlicherweise 
zur Verfugung stellte, zeigte, dass wir BUS beiden Pflanzen Alstoninl) 
isoliert hatten. Die Alstoninbase ist bis jetzt nur als Hydrat isoliert 
worden j unter besonderen Bedingungen (s. experimenteller Teil) kann 
aher auch ein losungsmittelfreies Kristallisat erhalten werden. 

I n  einer kurzlich erschienenen Arbeit geben EZderfieZd & Gray2) 
dem Alstonin die Struktur I ;  auf Grund des 1R.-Spektrums wurden 
wir die Formulierung I1 vorziehen : 

1 
1 0  

C H , O O C A /  I 
Die beiden Alstonine &us R. vomitoria und R. obscura wurden an- 

schliessend noch in alkalischer Losung mit Platin zum Py-tetrahydro- 
derivat hydriert. Auch diese Hydrierungsprodukte waren in jeder Be- 
ziehung identisch rnit einem authentischen Praparat von Dr. Elderfield. 

Der CIBA-Stiftung danken wir fur die Gewahrung finanzieller Mittel bei der Aus- 
fiihrung der vorliegenden Arbeit. 

Experimentel ler  Teil .  
E x t r a k t i o n  d e s  A l s t o n i n s :  a) Aus Rauwolfia vomitoria: 6 kggemahlene Wurzeln 

von R. vomitoria wurden mit 64 I Methanol percoliert; das Percolat wurde im Vakuum zur 
Trockne eingedampft. Der Riickstand (449 g) wurde zweimal mit je 500 om3 Wasser aus- 
geknetet. Die dabri erhaltene dunkelgelbe, wasserige Losung wurde mit Ammoniak schwach 
alkalisch gemacht (A) und darauf mit Ather+ 10% Methanol 50 lange ausgeschiittelt, bis 
kein Alkaloid mehr an das Losungsmittelgemisch abgegeben wurde. Der Ather-Methanol- 
Extrakt enthielt die schwachen Basen. Er wurde mit kleinen Portionen 2-n. SalzsLure 
ausgeschiittelt ; nach kurzem Stehen kristallisierte aus der salzsauren Losung Ajmalin- 
hydrochlorid aus. Total wurden 10 g Ajmalinhydrochlorid gewonnen. 

Die ammoniakalische Mutterlauge A wurde mit Eisessig schwach angesauert, im 
Vakuum konzentriert, mit Ammoniak sehr stark alkalisch gemacht und mit Amylalkohol 
erschopfend ausgezogen. Diese Behandlung rnit Amylalkohol hat sich zur Abtrennung 
stets anfallender Mengen von Harzen sehr gut bewahrt. 

Die weitere Verarbeitung des amylalkoholischen Extraktes ist aus dem unten wieder- 
gegebenen Extraktionsschema ersichtlich. 

l) T. Sharp, Soc. 1934, 287; 1938, 1353; N .  J .  Leonard & R. C. Elderfield, J. Org. 

2, R. C. Elderfield & A. P. Gra?y, J. Org. Chcm. 16, 506 (1951). 
Chem. 7, 556 (1942); Raymond-Hamet, C. r. 227, 344 (1948). 
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E x t r a k t i o n s s c h e m a .  
Ammoniakalische Mutterlauge A + Eisessig, 

Eindampfen + NH, + Arnylallrohol 
I 

I I 
amylalkohl. Phase B, wasserige Phase, 

Eindampfen, + XaOH 
+ Essigsaure+Ather + Amylalkohol 

wasserige Phase, 
I I I - 

Ather, saure, wasserige Phase, amylalkohol. 
alkaloidfrei + NW, Phase alkaloidfrei 

I I 

+ 10-proz. Essigsaure + Ather/Methanol 
I I 

I I I I 

+ &her/lO% Methanol -+ B 
I 

Extrakt C wasserige Phase -+ NaOH 

Acetate D, kher/Methanol, Extrakt wasserige Phase, 
+ NH, alkaloidfrei + 10-proz. alkaloidfrei 

+ AtherlMethanol Essigsiiure 
I I 
I I I I 

+ wenig HC1 alkaloidfrei -I- NH, alkaloidfrei 
Extrakt, wiisserige Losung, Acetate E AtherIMethanol 

+ .&ther/Methanol 
I 
I I 

.1 
Ajmalin, HCl 10 g 

Extrakt wasserige Losung 

+ AtherlMethanol 

Extrakt 
+ 10-proz.Essigsiiure 

gelbe Acetate 
i- NaN0,-Losung 

Alstonin-Nitrat 

+ 10-proz. Essigsiure + NaOH 

I 

I 

J- 

4 
Acetate -+ D 

1,1 g 

b) Aus Rauwolfia obscura: Die Extraktion der Rinden von R. obscura erfolgte 
prinzipiell gleich wie dicjenige der Wurzeln von R. vomitoria. Wir erhielten jedoch in 
diesem Falle eine geringere Fraktion schwacher Basen, aus der wir kein Ajmalinhydro- 
chlorid isolieren konnten. Da wir bei der Aufarbeitung des Vomitoria-Extraktes Miihe 
hatten, das Nitrat der Base kristallin zu erhalten, fallten wir aus der essigsauren Losung 
des Obscura-Extraktes (im Schema mit E bezeichnet) die Base direkt mit konzentrierter, 
wasseriger Natriumperchlorat-Losung als Perchlorat. Wir erhielten auf diese Weise aus 
12,5 kg Rinde 4,9 g Alstoninperchlorat. 

S a l z e  d e s  Alstonins. Nitrat: DasNitrat ausR. vomitoriawurdedreimal aus Wasser 
umkristallisiert. Zur Analyse wurde 24 Std. bei 0,Ol mm und Zimmertemperatur getrocknet. 
Das so erhaltene Nitrat enthielt ein halbes Mol Kristallwasser; Smp. 152-154", bei ra. 
160-1 70° Verfeetigung, endgiiltiger Smp. 252-253'' (252-253", Leonard & Elderfield, 

18 



274 HELVETICA CHIMICA ACTA. 

loc. cit.). Das wasserfreie Nitrat war sehr hygroskopisch und konnte nicht analysiert 
werden. 

C,,H,oO,N,,HNO,, %H,O Ber. C 60,15 H 5,16 N lO,OO/, 
Gef. ,, 59,87; 60JO ,, 5 , l l ;  5,39 ,, 10,14; 10,41y0 

[u]E = -t 164" 3 4 O ;  + 1 6 5 O  & 4O (c = 0,97, abs. Methanol, I = 1 dm) 
Perchlorut: Aus der wiisserigen Losung des Nitrats aus R. vomitoria wurde mit 

lronzcntrierter NaCIO,-Losung das Perchlorat gefallt, welches einmal aus Aceton und 
anschliessend zweimal aus AcetonlWasser umkristallisicrt wurde. Das Pcrchlorat war 
gelblich, Smp. 232-233O (239-240", L., E.). Zur Analyse wurde 8 Std. bei 0,01 mm und 
80° getrocknet. 

C21H200,N2,HC10, Ber. C 56J9 H 4,72 N 6,24% 
Gef. ,, 56, l l ;  56,33 ,, 4,85; 4,93 ,, 6,09; 6,25% 
Ber. C-CH, 3,350/, 0-CH, 6,91% C1 7,90% 
Gef. C-CH, 3,23% 0-CH, 6,58% C1 7,92% 

[a]: = + 154O 5 4O; + 155O f 4 O  (c = 0,745, Aceton, 1 = 1 dni) 
Das aus R. obscura ausgefallte Perchlorat wurde, wie dasjenige aus R. vomitoria, 

umkristallisiert. Die beiden Perchlorate stimmten in Farbe, Kristallform und Loslichkeiten 
miteinander iiberein. Zur Analyse wurde das Perchlorat aus R. obscura 3 8td. bei 80° 
und 0,03 mm getrocknet. Smp. 232-233O. 

C2,H,o0,N,,HC104 Ber. C 56,19 H 4,72 N 6,24% 
Gef. ,, 56,l.i ,, 4 3 9  ,, 6 , l l %  

[u]: = + 151O & 4O; + 153" & 4O (c = 0,975, Aceton, 1 = 1 dm) 
Mischprobe der beiden Perchlorate: Smp. ohne Depression 232-233O. Zum Ver- 

gleich mit Alstonin stellten wir aus saurem Alstoninsulfat von Dr. Elderfield 
Alstoninperchlorat dar; dieses schmolz ebenfalls bei 232-233O und zeigtc die gleichen 
Eigenschaften wie unsere beiden Perchlorate. Mischprobe aller drei Perchlorat,e: Smp. 
ohne Depression 232-233O. 

D a r s t e l l u n g  d e r  f re ien  Als toninbase  : Das freie Alstonin zersetzt sich beim 
Stehen in organisohen Losungsmittelii ausserst schncll unter Rotfarbung und blauer 
Fluoreszenz; es konnte deshalb bisher nie in kristalliner, analysenreiner Form erhalten 
werdcn. Die Reindarstellung gelang uns auf folgende Weise: 300 mg Alstoninnitrat (aus 
R. vomitoria), bzw. 300 mg Alstoninperchlorat (aus R. obscura) wurden in 40 em3 Aceton 
bei Zimmertemperatur gelost. Diese acetonische, gelbe Losung wurde mit 100 em3 Wasser 
und 10 em3 2-n. NaOH versetzt, was leichte orange FLrbuiig der Losung zur Folge hatte. 
Ohne von aussen WLrme zuzufiihren, wurde das Aceton am Valruum abdestilliert; dabei 
kristallisierte das Alstonin in feinen, orangegelbeii Nldelchen, die abfiltriert und neutral 
gewaschen wurden. Ausbeute: ca. 210 nig Base, Smp. 205-210° (Zers.). 

Ca. 40-50 mg der im Exsiklrator iiber CaIciumchIorid wahrend 3 Std. leicht an- 
getroclrneten Base wurden in je ca. 2 em3 reinem Aceton durch sehr schwaches Erwarmen 
unter Stickstoff geliist. Die orangcgclbe Losung wurde unter Stickstoff faserfrei filtriert 
und im Eis-Koclisalz-Gcmisch durch Anreiben zum Kristallisieren gcbracht. Ausbeute: 
ca. 15 mg gelbes, liristallines Alstonin. Die Mutterlauge farbte sich sehr schnell dunkelrot 
und begann bliiulich zu fluoreszieren. Das kristalline Alstonin zeigtc ab ca. 2200 Braun-, 
ab ca. 260° Schwarzfarbung; die Kristalle behielten ihre Form jedoch bis iiber 300O. Zur 
Analysc wurde iiber Nacht bei Zimmertemperatur und 0,Ol mm getrocknet. 

C,1H20O,N, Ber. C 72,39 H 5,79 N 8,04% 
Gef. ,, 72,46 ,, 5,80 ,, 7,930/, 

Das UV.-Absorptionsspektrum des freien Alstonius stimmt mit demjenigen aiiderer 
quaternarer p-Carboline iibercin ; es zeigt ebenfalls die drci typischen Maxima bei 250, 
310 und 370 mpl). 

l) H .  Schwarz & E. Schlittler, Hclv. 34, 629 (1951). 
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Die in Paraffin61 und Chloroform aufgenommcnen 1R.-Spektren des kristallisierten 
Alstonins bestatigten nach der Lage ihrer Absorptionsbanden die von Elderfield & Gray 
(loc. cit.) aufgestellte Formel, mit Aumahme der zur Carbomethoxy-Gruppe konjugierten 
Doppelbindung, fur die wir die schon im theoretischen Tcile vorgeschlagene Lage be- 
vorzugen wurden. 

H y d r i e r u n g  d e s  f re ien  Als tonins  z u m  P y - t e t r a h y d r o - a l s t o n i n :  J e  
200 mg Alstoninperchlorat aus R. obscura und Alstoninnitrat aus R. vomitoria wurden 
in die freie Baee umgewandelt. Die neutral gewaschenen Basen wurden unter Stickstoff 
in je ca. 7 em3 absolutem Methanol gelost; die Losungen wurden faserfrei filtriert, unter 
Stickstoff mit methanolischer KOH auf pH 10 gebracht und mit 20 mg Platinoxyd ver- 
setzt. Die Ietzten Operationen wurden direkt in dem zur Hydrierung verwendeten Gefass 
durchgefiihrt. Da sich das Alstonin in alkalischer Losung an der Luft sofort zersetzt, 
durfte diese Losung nicht mehr umgcgossen werden. Die orangerote Losung nahm im 
Verlauf von 8 Std. 2 Mol. Wasserstoff unter Entfiirbung auf. Das Hydrierungsprodukt 
lrristallisierte zum Teil aus. Die Reaktionslosung wurde mit ca. 10 em3 Methanol verdiinnt 
und die auegeschiedenen Kristalle durch Erwarmen wieder in Losung gebracht. Vom Platin 
nurde abfiltriert und das Filtrat im Valruum eingeengt, bis Kristallisation eintrat. Dann 
wurde erhitzt, niit gleicher Menge Wasser versetzt und der Kristallisation iiberlassen. 
I n  beiden Fallen resultierte als Endprodukt Py-tetrahydro-alstonin, das mit authentischen 
Proben von Dr. Elderfield identifiziert werden konnte. 

C,lH,40,N, (aus R. vomitoria), zur Aualyse dreimal aus dthanol/Wasser umkri- 
stallisiert. Farblose Substanz, Smp. 225-226O, 24 Std. bei Zimmertemperatur und 
0,Ol  rnm getrocknet. 

Ber. C 71,57 H 6 3 6  N 7,95% 
Gef. ,, 71,44 ,, 6,94 ,, 7,95% 

[EX' = -115O 5 4O; - 116O & 4O (c = 1,005, Chloroform, I = 1 dm) 
C,,H,,O,N, (aus R,. obscura), zur Analyse ebenfalls dreimal aus Athanol/Wasser um- 

kristallisiert. In Farbe, Kristallform und Loslichkeiten iibereinstimmend mit dem aus 
R. vomitoria erhaltenen Produkt. Smp. 225-226O. 24 Std. bei Zimmertemperatur und 
0,01 mm getrocknet. 

Bcr. C 7137 H 6,86 N 7,95% 
Clef. ,, 71,37 ,, 7,04 ,, 7,85% 

L.1~ = - 109O 5 6O; - 109O & 6O; - 107O & 6O (c = 0,52, Chloroform, I = 1 dm) 
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Authentisches Pp-tetrahydro-alstonin stimmte in Smp., Drehwerten und UV.- 
Absorptionsspektrum mit unseren beiden Hydrierungsprodukten uberein; Misch-Smp. 
aller drei Produkte ohne Depression. 

Die Mikroanalysen wurden in den mikroanalytischen Laboratorien der C I B A  
Aktiengesellsehaft (Dr. Gysel) ausgefuhrt. Die Spektren verdanken wir den Herren Dr. Gy- 
sd ( C I B A  AG.) und P.-D. Dr. Gunthard (ETH.). Ferner sind wir der CZBA AG. fur das 
Ausgangsmaterial und dessen Extraktion, sowic Herrn Dr. R. C. Elderfield fur die Uber- 
lassung von Alstoninproben zu grossem Dank verpflichtet. 

Zusammenfassung.  
Aus den Wurzeln, bzw. Rinden afrikanischer Rauwolfia-Arten 

(R. vomitoria und R. obscura) wurde Alstonin isoliert und durch 
kristallisierte Salze und Derivate charakterisiert. 

Organisch-chcmische Anstalt der Univcrsitat Basel. 

35. nber Steroide. 

Papierchromatographie von schwach polaren Steroiden 
von R. Neher u n d  A. Wettstein. 

(14. XII. 51.) 

109. Mitteilungl). 

Die yon R. Consden, A .  H .  Gordon & A .  J .  P. Martin2) ent- 
wickelte Methode der Papierchromatographie 3, findet mit ausge- 
zeichnetem Erfolg Anwendung zur Trennung und ldentifizierung von 
Rminosauren, Zuckern und anderen wasserloslichen Verbindungen. 
I n  ihrer urspriinglichen Form eignet sie sich aber nicht ohne weiteres 
fur Steroide oder andere in Wasser schwer oder nicht losliche Sub- 
stamen, da deren Verteilung zwischen der stationiiren wasserigen und 
der mobilen organischen Phase weitgehend zugunsten letzterer er- 
folgt. Die betreffenden Verbindungen bewegen sich deshalb haupt- 
siiichlieh mit der Losungsmittelfront. 

Zwar hat man mit Hilfe wasseriger, meist komplizierter Ldsungsmittelsysteme ver- 
sucht, gewisse Steroide zu chr~matographieren~)~)~) ; eine wirksame Trennung kocnte 

l) 108. Mitteilung, Helv. 34, 2286 (1951). 
2, Biochem. J. 38, 224 (1944). 
3, Ubersichten: A. J .  P. Martin, Ann. Rev. Biochemistry 19, 517 (1950); R. T. 

Williams & R. L. iM. Synge, Ed., Biochemical Society Symposia No. 3, Partition Chro- 
matography, Cambridge, University Press 1950 ; F. Cramer, Papierchromatographie, Ver- 
lag Chemie, Weinheim 1952. 

4, J .  M .  McMahon, R. B. Davis&G. Kalinsky,  Proc. SOC. Exp. Biol. Med. 75,799 (1950). 
5,  J.F. Nyc,  J .  B.Gurst, H.F.Eriedgood& D. M.Haron,Arch.Biochem.29,219 (1950). 
6) A. C. Huskin, A. J .  Shermunn & W .  N .  Allen, J. Biol. Chem. 182, 429 (1950). In 

diesem Falle handelt es sich lediglich urn eine Trennung von Progesteron und Sesamol. 


