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von 50 cm?® konz. HCI fillt ein 6liges Harz aus, das nach 4stiindigemn Kochen der Losung
am Riickfluss kristallin erstarrt. Nach dem Abkiihlen wird mit konz. NaOH alkalisch ge-
macht und die gelbe Kristallmasse abgcsaugt. Nach einmaligem Umkristallisieren aus
Wasser-Dioxan erhilt man 2,5 g (50% d.Th.) der Base vom Smp. 218—238°%. Nach
finfmaligem Umbkristallisicren aus Dioxan ist das Diamin analysenrein : farblose Stibchen
vom Smp. 251—2520 (korr.). An der Luft firbt es sich allméhlich gelb.

b) Nach Erlenmeyer & Menzi: die Kondensationsreaktion wurde genau nach den
Angaben dieser Autoren durchgefiihrt. Da das Reaktionsprodukt jedoch in konz. HCl nur
sehr schwer l6slich ist, wurde es zur Aufarbeitung mit 2-n. HCl erwirmt, warm filtriert
und das Filtrat mit NaOH alkalisch gemacht. Der ausgefallene gelbliche Niederschlag
wurde abgenutscht, sorgfilltig getrocknet und zur Entfernung von Schwefel kurz mit CS,
aufgekocht, Der Riickstand wurde aus Pyridin-Wasser umkristallisiert, mit Ather ge-
waschen und nochmals umkristallisiert. Die so erhaltene Verbindung erwies sich auf Grund
von Smp., Kristallform und Misch-Smp. als identisch mit dem unter a) beschriebenen
Praparat.

Die Analysen verdanken wir z.T. dem mikroanalytischen Laboratorium der C1B4
Alktiengesellschaft (Dr. H. Gysel), z.T. dem mikroanalytischen Laboratorium der organisch-
chemischen Anstalt (E. Thommen).

SUMMARY.
The synthesis of 5,5 -bithiazole is described.

Universitit Basel, Anstalt fiir anorganische Chemie.

48. Die Glykoside von Strophantus intermedius Pax
2. Mitteilung?)?).
Trennung des Kristallisats Nr. 790.
Glykoside und Aglykone, 105. Mitteilung?)
von H. Hegediis, Ch. Tamm und T. Reichstein.
(15. 1. 53.)

Die Samen von Strophanthusintermedius Pax sind ausser-
ordentlich glykosidreich. Aus dem nach Fermentierung erhaltenen
komplizierten Gemisch von Monoglykosiden liessen sich bisher vor
allem Intermediosid und Panstrosid gewinen!)%). In kleiner Menge
wurde daraus noch Substanz Nr. 800 isoliert?)?), deren Reinheit nicht
w)lhg gesmhert ist?) sowie grésserc Mengen eines Kristallisats Nr. 790,

1) 1 Mlttellung J.v. Buw, H.Hess, P.Speiser & T. Reichstein, Helv. 34, 1821 (1951).
2) Auszug aus der Diss. H. Hegediis, Basel, die demnichst erscheint.

3} 104. Mitteilung: H. Hauenstein, A. Hunger & T. Reichstein, Helv. 36, 87 (1953}.
4 M. R. Salmon, E. Smith & W.G. Bywater, Am. Soc., 34, 3824 (1951).

5) In grosserer Menge wurde Substanz Nr. 800 aus dem Samengemisch aus Quilen-
gues (Siuidangola) isoliert. Nach H. Hess wichst dort vor allem eine Rasse von S.inter-
medius, die vom typischen S. intermedius etwas abweicht, aber auch nicht dem
typischen S. amboensis (Schinz) Engl. et Pax entspricht. Vgl. Ber. Schweiz. Botan. Ges.
62, 80 (1952).
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das als schwer trennbares Gemisch erkannt wurde. Durch Papierchro-
matographie liessen sieh, je nach Provenienz, 3—5 Stoffe darin nach-
weisen, unter anderem auch wieder Intermediosid und Panstrosid.
Fine Trennung durch Kristallisation gelang nicht, auch Chromato-
graphie an Al,O, war kaum erfolgreich. Etwas bessere Resultate gab
cin Vorversuch durch Verteilungschromatographie!) mit Formamid
als stationirer Phase?). Dieses Verfahren hat jedoch praktische Nach-
teile. Sehr gut bewihrte sich aber die Verteilungschromatographie?)
mit Wasser als stationirer Phase, wobei wir als Triager Kieselgur?) ver-
wendeten, das vorher gut gereinigt wurde. Als mobile Phase dienten
Petrolither-Benzol-Gemische, reines Benzol, Benzol-Chloroform-Ge-
mische, reines Chloroform sowie Chloroform-Butanol-Gemische.

Mit diesen Systemen (Iiinzelheiten siehe exp. Tcil) liessen sich
sehr viele sonst schwer trennbare Glykosidgemische gut aufteilen. Es
ist besonders auch zur Trennung kleiner Substanzmengen geeignet.
Ausgserdem hat es den Vorteil, dass es meistens auch in solchen Féallen
gut brauchbar ist, in denen Al,O,; chemische Verdnderungen verur-
sacht. Der Nachteil ist, dass es sehr grosse Siulen und relativ viel Zeit
benotigt. Im Vergleich zur Adsorptionsehromatographie an Al,O; muss
das Volumen der Sdule mindestens 10mal grosser sein, der Zeitbedarf
ist etwa 30fach. — Im exp. Teil wird als Beispiel zuerst die Trennung
von Cymarin und Cymarol beschrieben (Kontrolle durch Papierchro-
matogramm vgl. Fig. 1), die an Al,O,; nur unvollstandig gelingt, dann
diejenige des Kristallisats Nr. 790 aus S.intermedius sowie die der
Mutterlauge dieses Kristallisats.

Aus Krigtallisat Nr. 790 liessen sich neben Intermediosid und
Panstrosid in dieser Weise (vgl. Tig. 3) zwei neue krist. Glykoside iso-
lieren, die wir als Inertosid und Leptosid bezeichnen. 1,5 g Kristallisat
7905) lieferte 340 mg (22,7 %) Intermediosid, ca. 516 mg (34,4 %,) Iner-
tosid, 111 mg (7,4 %,) Leptosid, 26 mg (1,79,) Panstrosid und 30 mg
nicht getrennte Kristallgemische. Aus 2 g Mutterlauge von Kristallisat
Nrt. 790 wurden analog erhalten (vgl. Fig.4): 677 mg (33,8 %) Interme-
diosid, 161 mg (8,0 %,) Sarverogenin®), 150 mg (7,6 %) Inertosid, 221 mg
(11,09,) Leptosid und 11 mg cines weiteren Stotffes, dessen Reinheit
nicht vollig gesichert ist und der vorlaufig als Subst. Nr. Heg 13 be-
zeichnet wird. Fig. 2 zeigt das Verhalten der bisher aus S. interme-
dius isolierten Stoffe im Papierchromatogramm mit Formamid als

1y A.J. P. Martin & R. L. M. Synge, Biochem. J. 35, 91, 1358 (1941).

2y J.v. Buw, H. Hess, P. Speiser & 7T. Reichstein, Helv. 34, 1821 (1951).

3} Die Verteilungschromatographie ist zur Trennung von herzaktiven Glykosiden
unseres Wissens zuerst von 4. Stoll & W. Kreis, Helv. 34, 1431 (1951); 4. Stoll, B. Angli-
ker, F'. Barfuss, W. Kussmaul & J. Renz, Helv. 34, 1460 (1951), verwendet worden.

4y §. Bergstrom, A. Lardon & T. Reichstein, Helv, 32, 1617 (1949).

5) Es wurde ein aus dem Chloroformextrakt isoliertes Praparat verwendet.

8) Wahrscheinlich wiahrend der Extraktion der Samen aus Intermediosid entstanden.
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Beispiele fir die Kontrolle durch Papierchromatographie.
Mobile Phase tiberall entsauertes Formamid. Die durch senkrechte Striche getrennten
Nummern sind nicht auf demselben Papierblatt gelaufen. Angaben iiber mobile Phase und
Versuchsdauer siehe unter jeder Fig.
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Fig. 1. Fig. 2a Fig. 2b
Benzol-Chloroform (7:5) Benzol-Chloroform (5:7) Benzol-
415 Std. t = 220. 7 Std. t = 229, Chloroform
(5:7)
16 Std. t =170,
1 =10,06 mg krist. Cymarin, ca. 109 Cymarol enthaltend.
2 = 0,06 mg Cymarol.
3 = 0,06 mg Cymarin aus Fr. 2—9 (exp. Teil).
4 = 0,06 mg Kristallgemisch aus Fr. 10—14 (exp. Teil).
5 = 0,06 mg Cymarol aus Fr. 15—17 (exp. Teil).
6 = 0,15 mg Kristallisat Nr. 790.
7 = 0,03 mg Intermediosid.
8 = 0,03 mg Inertosid.
9 = 0,03 mg Leptosid.
10 = 0,03 mg Panstrosid.
11 = 0,03 mg Glykosid Nr. 800.
12 = 0,03 mg Glykosid Nr. 795.
13 = 0,145mg Mutterlaugen von Kristallisat Nr. 790 aus S.intermedius.
14 = 0,03 mg Sarverogenin.
15 = 0,03 mg Substanz Nr. Heg 13.

stationdrer Phase!). Zum Vergleich ist auch noch die Laufstrecke von
Subst. Nr. 795 eingesetzt worden, die bisher nur aus dem Samenge-
misch aus Quilengues, aber nicht aus reinem typischem S. interme-

Y 0. Schindler & T'. Reichstein, Helv. 34, 108 (1951).
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dius Paw isoliert wurde. In der ersten Mitteilung (1. ¢.) ist angegeben
worden (8. 1823 unten), dass bei der Papierchromatographie von Kri-
stallisat Nr. 790 auch ein Fleck erhalten wurde, dessen Laufstrecke
derjenigen von Substanz Nr. 795 entspricht. Wie aus Fig. 2 hervor-
geht, ist es jetzt jedoch hochst wahrscheinlich, dass dieser Fleck wenig-
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Fig. 3.
Verteilungschromatographievon 1,5 g Kristallisat Nr. 790 aus Strophanthus
intermedius Pax.
Rulende Phase: Wasser auf Kieselgur.
Bewegliche Phase: Fiir Fr. 1--35 Benzol.
Fiir Fr. 36—42 Benzol-Chloroform und Chloroform.
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Fig, 4.
Verteilungschromatographie von 2 g Mutterlaugen von Kristallisat Nr.790
aus S.intermedius Pax.

Ruhende Phase: Wasger auf Kieselgur.
Bewegliche Phase: Fiir Fr. 1-—26 Benzol.
Fiir Fr. 27—31 Benzol-Chloroform.
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stens zur Hauptsache nicht von Nr. 795, sondern von Inertosid her-
vorgerufen war, denn diese zwei Stoffe zeigen im Papierchromato-
gramm gleiche Laufstrecken, und Inertosid war in dem verwendeten
Priparat reichlich enthalten, wihrend Nr. 795 darin bisher nicht nach-
gewiesen werden konnte,
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Fig. 5. :
Ultraviolett-Absorptionsspektren in Alkoholl).

——— XKurve A: Intermediosid (C30H,,0,, = 564,65). Maximum bei 216 myu, loge =
4,23. Schulter bei 270—280 my. Beim Sarverosid wurde friiher?)
versucht, die genaune Lage des niedrigen Maximums zu ermitteln,
indem von der Absorption des Sarverosids diejenige des Digitoxi-
genins abgezogen wurde. Es ergab sich dort (Kurve 4) ein Maximum
bei 279 + 3 mu und loge = 1,85.

——— Kurve B: Inertosid (CgyH,,0,, = 564,65). Maxima bei 215 mu, loge = 4,25;
292 my, loge = 1,70.

—:«—— Kurve C: Leptosid (C4pH,,0,y = 564,65). Maxima bei 217 mu, loge = 4,22;
290 mu, loge = 1,90.

Inertosid gab aus Methanol-Wasser oder aus Aceton-Ather recht
scharf bei 159—161° schmelzende Nadeln, wihrend aus feuchtem Me-
thanol-Ather oft Kristalle mit Doppel-Smp. 155 —1689/227 —244° er-
halten wurden. Leptosid gab aus Aceton-Ather oder Methanol-Ather
Wiirfel vom Smp. 199 —2029, und aus Methanol-Wasser Kristalle, die
dhnlich, bei 194—195° schmolzen. Die Analysen von Inertosid und

1) Aufgenommen von Herrn Dr. P. Zoller mit einem ,,Beckman- Quartz-Spektro-
photometer Modell DU*.
%) A. Buzas, J.v. Euw & T. Reichstein, Helv. 33, 465 (1950).
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Leptosid passten auf die Formel C,,H,,0,, mit einer Methoxylgruppe,
was auch mit den Resultaten der hydrolytischen Spaltung iiberein-
stimmte?!). Im UV. zeigen beide Stoffe dhnliche Absorption wie Inter-
mediosid (vgl. Fig. 5, Kurven A, B, C), nur ist beiihnen das Maximum
der Carbonylbande bei 290 bzw. 292 mu deutlicher sichtbar. Beide
Glykoside zeigen positive Legal-Reaktion und positive Keller- Kiliani-
Reaktion. Bei der Tiipfelprobe mit Raymond’s Reagens auf Papier
gab TInertosid einen violettblauen Ileck, wie er normalerweise mit
digitaloiden Laectonen erhalten wird. Leptosid lieferte einen blaugrii-
nen Fleck, was zur Differenzierung im Papierchromatogramm beniitzt
werden kann?). Einige der hier beschriebenen Glykoside und ihre Agly-
kone geben mit NaOH in wisserigem Methanol charakteristische Fédr-
bungen, die zur Kontrolle dienen kénnen und die in Tab. I zusammen-
gestellt sind3). Bisher wurde aber noch keine Ausfiihrungsform gefun-
den, die zur Anwendung auf Papier brauchbar wire.

Proben von Inertosid und Leptosid wurden acetyliert und ben-
zoyliert, doch konnten die zwei Acetate und die zwei Benzoate bisher
nicht kristallisiert werden.

Herr Dr. Chen hatte die Freundlichkeit, die beiden neuen Glyko-
side biologisch zu priifent). Inertosid erwies sich dabei als vollig un-
wirksam. Zwei Katzen vertrugen die intravendse Infusion von 10,323
bzw. 12,269 mg/kg. Ebenso ergab die Injektion von 24,87, 38,75 und
54,34 mg/kg an drei Froschen keinen systolischen Herzstillstand.
Leptosid hatte bei zwei Fréschen mit 6,65 und 13,7 mg/kg keine Wir-
kung, wihrend ein dritter mit 25,9 mg/kg getotet wurde. An der
Katze ergab sich fir Leptosid in 10 Tieren als geometrisches Mittel
der letalen Dosis 1,888 4 0,1606 mg/kg. Es handelt sich demnach um
ein Glykosid mit relativ schwacher digitalisartiger Wirkung.

Fiir diese Arbeit standen uns Mittel aus den Arbeitsbeschaffungskrediten des Bundes
zur Verfiigung, wofiir auch hier bestens gedankt sei.

Wir danken Herrn Dr. 4. Hunger bestens fiir seine grosse Hilfe bei der Ausfiithrung
dieser Arbeit.

Nachtrag zur ersten Mitteilung iiber Strophanthus intermedius Paa®).

Bei der Photographie des Herbarmusters (8. 1825) ist der Masstab leider vergessen
worden. Die Photographie ist linear ca, 2,36fach verkleinert. 0,425 em der Photographie
entsprechen genau 1 cm im Original.

1) Vgl. spatere Mitteilung.

2) Kinen graugriinen Fleck liefert auch Ouabain, sonst haben wir die griine Farbe
bisher nur beim Leptosid beobachtet.

3) Die sehr bestandige weinrote Firbung beim Sarverogenin ist besonders charak-
teristisch. Die Farbreaktion lisst sich aber bisher nur gut im Glasréhrehen, nicht auf
Papier ausfithren. Sie wurde zuerst von R. Rickfer am Sarverogenin beobachtet, vgl.
Helv. 36, spitere Mitteilung.

1y Wir danken Herrn Dr. K. K. Chen, Indianapolis, auch hier bestens fiir die Uber-
lassung seiner Resultate.

5y J.v. Euw, H. Hess, P. Speiser & T'. Reichstein, Helv. 34, 1821 (1951).
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Experimenteller Teil.

Alle Smp. wurden auf dem Kofler-Block bestimmt und korrigiert, Fehlergrenze in
beniitzter Ausfiihrungsform bis 2000 etwa - 29, dariiber etwa -+ 3°% Substanzproben
zur Drehung wurden 1 Std. bei 0,01 Torr und 70° getrocknet, zur Analyse 5 Std. bei 100°
und 0,01 Torr iiber P,0,, mit Einwaage im Schweinchen. Ubliche Aufarbeitung bedcutet:
Eindampfen im Vakuum, Zusatz von Wasser, Ausschiitteln mit Chloroform-Ather (1:3),
Waschen mit 2-n. HCI, 2-n. Sodalésung und Wasser, Trocknen iiber Na,S0, und Ein-
dampfen. Ausfithrung der Legal-Reaktion!) und der Keller- Kiliani-Reaktion?) nach frijhe-
ren Angaben. Tiipfelprobe mit Raymond-Reagens auf Papier nach Schindler & Reichstein®)
mit dem Unterschied, dass mit m-Dinitrobenzol nicht gespritzt, sondern durch eine 5-proz.
Losung von m-Dinitrobenzol in Benzol gezogen, getrocknet und schliesslich mit NaQOH
in Methanol gespritzt wurde. Papierchromatographie nach Schindler & Reichstein3) mit
dem Unterschied, dass zum Trinken des Papiers mit Formamid dieses durch eine frisch
bereitete Losung von 259, entsiuertem Formamid?) in Aceton gezogen, aufgehingt und
5 Min. an der Luft getrocknet wurde. Zum Entwickeln der Flecke wurde wie oben bei der
Raymond-Reaktion angegeben, verfahren.

Ausfiithrung der Verteilungschromatographie.

Da fiir die Verteilungschromatographie sehr grosse Mengen an Losungsmitteln be-
niitzt werden, ist eine sorgfaltige Reinigung aller Materialien wichtig.

Petrolather vom Sdp. 60—80° wurde 12 Std. mit konz. H,SO, geschiittelt, mit
Wasser und NaOH gewaschen, iiber CaCl, getrocknet und destilliert.

Benzol wurde mehrmals mit konz. Hy,SO, bei 18° geschiittelt bis die Isatinprobe
negativ war und die Sdure sich hochstens noch leicht gelb firbte (zuletzt ca. 3 Std.).
Dann wurde mit Wasser gewaschen, iiber CaCl, getrocknet und destilliert, wobei cin
kleiner Vorlauf abgetrennt wurde.

Chloroform. Kaufliches reines Chloroform mit 1% Alkoholgehalt wurde mit Soda
gewaschen, mit etwas K,CO4 getrocknet und destilliert, wobei ein kleiner Vorlauf abge-
trennt wurde.

Butanol. Kiufliches, reines n-Butanol wurde bei 12 Torr destilliert. Es wurde das
bei 65-—729 iibergehende Material verwendet.

Fiir dic Chromatographie wurden alle Losungsmittel durch Schiitteln im Scheide-
trichter mit Wasser gesattigt und zur scharfen Trennung 2 Std. stehengelassen, wobei die
fir die eigentliche Chromatographie spiater herrschende Temperatur genau eingehalten
werden muss.

Kieselgur. Kaufliches Hyflo Super Cel4) wurde in viel heissem dest. Wasser auf-
geschlimmt und dann auf der Nutsche so lange mit dest. Wasser von 509 gewaschen, bis
dieses auf Lakmus nicht mehr alkalisch reagierte. Dann wurde der Reihe nach mehrmals
mit destilliertema Methanol, Benzol und Chloroform bei ca. 50° extrahiert, bis die Filtrate
beim Eindampfcn keinen wigbaren Riickstand mehr hinterliessen. Zum Schluss wurde
mit Methanol gewaschen, scharf abgenutseht und 2 Tage unter gelegentlichem Umiriihren
bet 90—100° im Heizschrank getrocknet. Fiir die Chromatographie wurde 1 Teil dieses
Pulvers mit 1 Teil Wasser vermischt, gut verrieben, gesiebt und mit ca. 3 Teilen des als
erste mobile Phase dienenden Lésungsmittels (hier Benzol) 2—3 Std. energisch geschiit-
telt. Dic so erhaltene Suspension diente zur Bereitung der Siule.

1

) C. W. Shoppee & T. Reichstein, Helv. 27, 434 (1944).
2) J.v. Eww & T. Reichstein, Helv. 31, 888 (1948).

3)y 0. Schindler & T. Reichstein, Helv. 34, 108 (1951).

%) Produkt der Firma Jokns-Manville, New York, bezogen von Schneider & Cie.,
Winterthur.
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Bereitung der Siulel): Die Saule, die unten mit einer Glasfritte (oder Porzellan-
filterplatte) und Hahn versehen war, wurde zu 14 ihres Volumens mit dem Liésungsmittel
gefillt, das als erste mobile Phase dicnte (hier Benzol mit Wasser gesittigt). Dann wurde
die oben erwahnte Suspension unter Riihren in kleinen Portionen eingefiillt. Dabei wurde
durch leichtes Offnen des Hahns das Lsungsmittel langsam ablaufengelassen und das
feste Pulver mit einer in einem Stab (rostfreier Stahl) befestigten Siebplatte (ebenfalls
rostfreier Stahl) stdndig gut und gleichmissig gepresst. Dabei muss die Masse immer von
Losungsmittel bedeckt bleiben und alle Luftblasen sollen entweichen. Nachdem die er-
forderliche Menge aufgetragen war, wurde mit Benzol nachgewaschen und schliesslich bis
fast an das obere Niveaun der Kieselgurschicht ablaufen gelassen.

Chromatographie: Sie erfolgt zweckmissig in einem Raum mit konstanter Tem-
peratur. Die Substanz wird in wenig Aceton oder Chloroform?) geldst, mit der 5- bis
10fachen Menge feuchtem Kieselgur gut vermischt, im Valuum bei 20° vom organischen
Lésungsmittel befreit, mit 2 Teilen (auf feuchtes Kieselgur berechnet) der zum Anfang
beniitzten mobilen Phase (hier Benzol) gut durchgesehiittelt, auf die Séule gebracht und
gut aufgepresst. Dann wird nach der Durchlaufmethode chromatographiert, wobei fiir
schwer trennbare Gemische die in Tab. IT angegebenen Durchlaufgeschwindigkeiten nieht
iiberschritten werden sollen?). Bei kleinen Substanzmengen ist ein automatischer Frak-
tionensammler sehr vorteilhaft, bei grosseren Mengen geniigt es im allgemeinen, dic Frak-
tionen alle 12 Std. abzunehmen.

Dimensionen der Sdule im Vergleich zur Substanzmenge: Fiir schwer
trennbare Gemische haben sich die folgenden Dimensionen am besten bewahrt4).

Tabelle II.

. Linge der . Maximale Maximale
. Lichte Nutzbare - Kieselgur- Durchlauf-
Nr. . - Kiesclgur- Substanz- T
Weite Rohrlange sohioht Wasser (1:1) menge?) gesehwindig-
keit pro Std. %)
1 26 mm 61 cm ca. 50cm 200 g 0,4g 4 cin®
2 45 mm 90 cm ca. 65cm 700 g l4g 18 cm3
3 55 mm 120 cm ca. 90cm 1,5kg 3 g 35 cm?
4 65 mm 140 cm ca.115cm 3 kg 6 g 70 cm3

Die Saule muss selbstverstandlich immer mit organ. Losungsmittel bedeckt bleiben,
eine automatische Nachfillvorrichtung mit genitigend grossem Vorratsgefiss ist daher
zweckmissig. Nach beendigter Chromatographie kann dieselbe Sdule fiir gleiche Zwecke
meistens wieder verwendet werden. Das letzte Losungsmittel muss dafiir nur gut durch
dasjenige verdringt werden, das zum Anfang beniitzt werden soll.

Trennung von Cymarin und Cymarol. Fiir die Trennung dienten 88 mg krist.
Cymarin aus Strophanthus Nicholsonii vom Smp. 136—139°, das bereits durch
Chromatographie an Al,O, gereinigt worden war, aber nach Papierchromatographie (vgl.

1) Soll moglichst bei derselben Temperatur wie die anschliessende Chromatographie
durchgefiihrt werden.

2) Methanol scheint fiir diesen Zweck etwas weniger giinstig, da es vom Kieselgur
relativ stark adsorbiert wird und im Vakuum schwerer zu entfernen ist.

%) Fiir leicht trennbare Gemische kann oft bhedeutend rascher chromatographiert
werden.

4) Bei leicht trennbaren Gemischen (meistens auch bei Mutterlaugen oder Roh-
extrakten) kann etwas mehr Substanz aufgetragen werden.

5) Bei leicht trennbaren Gemischen kann die Durchlaufgeschwindigkeit teilweise
erheblich gesteigert werden.
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Fig. 1.1) noch ctwas Cymarol enthiclt. Verwendet wurden 80 g Kieselgur-Wasser (1:1),
Saule Nr. 1 und als mobile Phase ausschliesslich feuchtes Benzol. Durchlaufgeschwindig-
keit 1,25 cm3 pro Std. Es wurden Fraktionen von je 5cm? (alle 4 Std.) genommen.
Temperatur: 18°,

Die ersten 75 cm?3 hinterliessen keinen wagbaren Riickstand, dann erschien die erste
Fraktion, die bereits positive Raymond-Reaktion zcigte. Die Fraktionen 2—9 lieferten
69 mg Rohprodukt und aus Methanol-Ather 64 mg reines Cymarin, Smp. 141-—1429, nach
Papierchromatogramm (vgl. Fig. 1. 3) einheitlich.

Dic Fraktionen 10—14 gaben 8 mg Rohprodulkt, aus Methanol-Ather 6 mg Kristall-
gemisch, Smp. 136—138°. Im Papierchromatogramm (vgl. Fig. 1. 4) wurde ein starker
Fleck erhalten, der Cymarin entsprach, sowic zwei schwache, von denen einer mit Cymarol
ithercinstimmte.

Die Fraktionen 15—17 gaben 12 mg Eindampfriickstand, aus Methanol-Ather & mg

Cymarol in Prismen, Smp. 232—240°. Nach Mischprobe und Farbreaktion mit authen-
tischem Material identisch. Nach Papierchromatographie (vgl. Fig. 1. 5) einheitlich.

Trennung von Kristallisat Nr. 790 aus Strophanthus intermedius Pax.

Fiir diese Trennung dienten 1,5 g Material, wofiir die zwei folgenden Priaparate
vereinigt wurden, die in der ersten Mitteilung?) auf S. 1829 beschrieben sind?).

400 mg ,,Kristallisat Nr. 790 aus den Fraktionen 8—13 der Chromatographie der
Rohkristalle aus Chloroformextralt.

,»1,19 g rohes Kristallisat Nr. 790 vom Smp. 130—136%° aus den Fraktionen 6-—14
der Chromatographie der Mutterlaugen des Chloroformextrakts. (Zeilen 5und 6 von unten
auf S. 1829.) Davon wurden 1,09 g verwendet.

Diese zwei Priparate wurden gemischt. Das Material zeigte Smp. 130—138°% Im
Papierchromatogramm (vgl. Fig. 2. 1) gab es 3 starke und einen schwachen Fleck. Die
4 Flecke zeigten Laufstrecken wie Intermediosid, Inertosid, Leptosid und Panstrosid, der
dem letztgenannten Stoff entsprechende Fleck war schwach.

Fiir die Trennung der 1,5 g Kristallisat Nr. 790 wurde Saule Nr.3 und 1,5 kg
Kieselgur-Wasser (1:1) verwendet. Die Durchlaufgeschwindigkeit betrug 32 em?® pro Std.
Die Fraktionen wurden jede 12 Std. (entspr. 384 cm3) gewechselt und im Vakuuni bei 40°
eingedampft. Es wurde mit Benzol begonnen und allméhlich auf Chloroform iibergegangen.

Die Fraktionen 1-—3, eluiert mit Benzol, gaben nur 7 mg amorphes Material.

Die Fraktionen 4—9 (396 mg, eluiert mit Benzol) gaben aus Aceton-Ather 331 mg
reines Intermediosid, Smp. 199—202° und noch 9 mg vom Smp. 198—200°.

Die Fraktionen 10—13 (400 mg, eluiert mit Benzol) gaben aus Aceton-Ather 350 mg
rohes Tnertosid in grossen durchsichtigen Prismen. Nach zweimaligem Umbkristallisieren
aus Methanol-Ather und Aceton-Ather wurden daraus 314 mg reines Inertosid, Smp.
159—1619, erhalten.

Die Fraktionen 14—19 (210 mg, eluiert mit Benzol) gaben aus Aceton-Ather Kristall-
gemische von viel Nadeln, die mit wenig Kérnern durchsetzt waren. Da eine Trennung
durch fraktionierte Kristallisation nicht gclang, wurde mit der Pinzette unter der Lupe
mechanisch getrennt. Die Nadeln gaben nach Umkristallisieren aus Aceton-Ather, Me-
thanol-Ather, Methanol-Wasser und Methanol-Ather 150 mg Inertosid, das nach Papier-
chromatogramm noch Spuren Leptosid enthielt. Die Mutterlaugen gaben noch 32 mg
Inertosid vom Smp.157—160° Die Korner gaben aus Aceton-Ather 38 mg Leptosid,
Smp. 198—200°.

1) J.v. Buw, H. Hess, P. Speiser & T. Reichstein, Helv. 34, 1822 (1951).

2) Dag Material stammte somit aus Samenprobe b) aus der Gegend von Pungo-
Andongo und Sengue (Angola) von Pflanzen, die nach genauer Kontrolle vollig dem
typischen S. intermedins Pax entsprachen.
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Die Fraktionen 20—28 (238 mg, eluiert mit Benzol) gaben aus Aceton-Ather 62 mg
Leptosid, Smp. 197—200°. Sie wurden mit den 38 mg aus den Fraktionen 14—19 ver-
einigt und zusammen aus Methanol-Wasser, dann aus Aceton-Ather umkristallisiert. Es
resultierten 97 mg reines Leptosid, Smp. 196—199°,

Die Fraktionen 29—35 (60 mg, eluiert mit Benzol) gaben aus Methanol-Wasser nur
10 mg Krigtallgemisch, Smp. 170--190°.

Die Fraktionen 36—40?) (66 mg, eluiert mit Benzol-Chloroform (3:2), Benzol-Chloro-
form (2:3) und reinem Chloroform) gaben aus Aceton-Ather 26 mg Panstrosid in feinen
Kornern, Smp. 212—216°,

Die Fraktionen 41—42, eluiert mit Chloroform, gaben nur noch 20 mg braunes
amorphes Material, das nur eine sehr schwache Raymond-Reaktion gab.

Aus den 1,5 g Kristallisat Nr. 790 wurden somit erhalten: 340 mg Intermediosid,
516 mg Inertosid (davon 182 mg, die noch Spuren Leptosid enthielten), 111 mg Leptosid
und 26 mg Panstrosid. Diese vier Stoffe entsprachen genau den im Papierchromatogramm
beobachteten 4 Flecken.

Trennung der amorphen Mutterlaugen von Kristallisat Nr. 790.

Hierzu dienten 2,0 g Material, die durch Vereinigung der folgenden zwei Priparate
erhalten wurden. (Vgl. wieder S. 1829 der 1. Mitteilung.)

,»215 mg amorphe Mutterlaugen* aus Fraktionen 8—13 der Chromatographie der
Rohkristalle aus Chloroformextrakt.

153,24 g amorphe Mutterlauge aus Fraktionen 6-14 der Chromatographie der Kri-
stallmutterlaugen aus Chloroformextrakt (5. Zeile von unten, S. 1829).

Beide Praparate wurden gemischt und von diesem Gemisch 2 g verwendet. Dieses
Material zeigte im Papierchromatogramm (vgl. Fig. 2. 8) vier Flecke, die den folgenden
vier Stoffen zugeordnet werden konnten: Intermediosid, Inertosid, Sarverogenin und
Leptosid.

Die genannten 2 g wurden genau wie oben an 1,5 kg Kieselgur-Wasser (1:1) chro-
matographiert. Es wurden alle 12 Std. Fraktionen von 350 cm? abgetrennt.

Die Fraktionen 1—3, eluiert mit Benzol, gaben 120 mg Ol.

Die Fraktionen 4—8 (783 mg, eluiert mit Benzol) gaben aus Aceton-Ather 670 mg
reines Intermediosid, Smp. 199-—201°.

Fraktion 9 (51 mg, eluiert mit Benzol) gab aus Aceton-Ather zuerst 7 mg Inter-
mediosid, Smp. 196—200°, dann 10 mg Kristallgemisch, Smp. 124—1269.

Die Fraktionen 10—13 (237 mg, eluiert mit Benzol) gaben aus Methanol-Ather
Nadeln, Smp. 136—141°. Nach Impfen mit der hochschmelzenden Form von Sarvero-
genin wurden 161 mg reines Sarverogenin, Smp. 228—229°, erhalten. Die Mutterlauge
gab aus Methanol-Ather nach lingerem Stehen 11 mg rohe Substanz Nr, Heg 132) in
Nadeln, Doppel-Smp. 134—135¢/225—231°.

Die Fraktionen 14—17 (238 mg, eluiert mit Benzol) gaben aus Methanol-Ather, dann
aus Aceton-Ather 150 mg Inertosid, Smp. 159—161°,

Fraktion 18 (32 mg, eluiert mit Benzol) gab aus Methanol-Ather 5 mg Kristall-
gemisch, Smp. 146—152°.

1) Von Fraktion 36 an wurde die Durchlaufgeschwindigkeit auf 1 Liter pro 12 Std.
gesteigert und somit 1.1-Fraktionen entnommen.

?) Substanz Nr. Heg 13 wurde in kleiner Menge auch aus dem ,,Atherextrakt‘ der
Glykoside aus Samen von Strophanthus amboensis (Schinz) Engl. et Paz aus Siid-
west-Afrika erhalten. Vgl. spitere Mitteilung. Er zeigte die folgenden Reaktionen: Keller-
Kiliani-Reaktion: negativ, Zuckerprobe: positiv, Tetranitromethanprobe: negativ, Far-
bung mit 84-proz. H,SO,: farblos (im ersten Moment), fleischrosa (1’), rosa mit griinem
Rand (5’), grasgriin (15—60"), graugrim (75’). Farbreaktion mit NaOH vgl. Tab. T,
theoret. Teil.
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Die-Fraktionen 19—24 (336 mg, eluiert mit Benzol) gaben aus Aceton-Ather 221 mg
reines Leptosid, Smip. 199—202° und 5 mg weniger reine Kristalle, Smp. 194—200°.

Die Fraktionen 25 und 26 (eluicrt mit Benzol) und Fraktion 27 (eluiert mit Benzol-
Chloroform (9:1)) gaben insgesamt 20 mg amorphes Material.

Die Fraktionen 28—31 (eluiert mit Benzol-Chloroform (1:1) und (3:1)) gaben ins-
gesamt 160 mg amorphes Material, das nur sehr schwache Raymond-Reaktion gab.

Insgesamt wurden aus den 2 g Material somit erhalten: 677 mg Intermediosid,
161 mg Sarverogenin, 150 mg Inertosid, 221 mng Leptosid und 11 mg Substanz Nr.Heg 13.

Beschreibung der isolierten Substanzen.

Intermediosid: Aus Methanol-Ather oder Aceton-Ather farblose feine Nadeln,
Smp. 199—2019; [a]:lg = 422,00 -}- 20 (¢ == 1,185 in Methanol). Authentisches Inter-
mediosid und die Mischprobe schmolzen gleich. Zur Kontrolle wurde eine Probe (200 mg)
hydrolysiert?). Das rohe Genin (146 mg) gab aus Methanol Sarverogenin, Smp. 228—2299,
Mischprobe ebenso. Der rohe Zucker (40 mg) gab nach Destillation im Molekularkolben
aus abs. Ather 32 mg krist. p-Diginose, Smp. 89—919 (nach 1-tigigem Stehen iiber CaCl,
ohne Vakuum), Mischprobe ebenso.

Sarverogenin, Aus Methanol zuerst Nadeln, Smp. 134-—1409. Aus feuchtem Me-
thanol nach Impfen mit hochschmelzender Form Nadeln, Smp. 227—230°. Authentisches
Sarverogenin und die Mischprobe schmolzen gleich, auch die Farbreaktionen mit 84-proz.
H,80, waren gleich: rosa (0%), lila (7’), lila mit blauem Rand (10’), blan (20’), tiefblau
(1 Std.), grasgriin (3 Std.).

Panstrosid. Aus Aceton-Ather feine Kirner, Smp. 2122169, aus feuchtem Ace-
ton-Ather nach Impfen mit hochschmelzender Form kleine Nadeln, Smp. 230—236°;
[oJ]y == + 30,0 -J- 20 (¢ = 1,164 in Methanol).

Authentisches Panstrosid und die Mischprobe schmolzen gleich, auch dic Farbreak-
tionen mit 84-proz. H,SO, waren gleich.

Inertosid. Aus Methanol-Wasser oder Accton-Ather Nadelbiischel, Smp. 159—161°,
Aus Methanql-A'ther Nadeln, Smp. 155—168°, manchmal mit Doppel-Smp. 155—1689/
2272440, [o]% = — 45,8 -+ 30 (¢ == 0,786 in Methanol).

7,81 mg Subst. zu 0,9935 cm?3; 1 = 1 dm; az];) == —0,36° {- 0,020
4,107 mg Subst. gaben 0,121 mg Gewichtsverlust = 2,949,
CyoHy, 0,0, H,0 (582,67)  Ber. H,0 3,109
3,986 mg Subst. gaben 9,305 mg CO, und 2,740 mg H,0 (OAB)
3,268 mg Subst. verbr. 1,762 em? 0,02-n. Na,8,0, (Zeisel- Viebick) (OAB)
CyH, 4040 (564,65) Ber.C 63,81 H 7,85 —OCH, 5,49%
Gef. ,, 63,71 ,, 7,69 »  D5,65%

Legal-Reaktion: positiv (orangerot), Keller-Kiliani-Reaktion: positiv (graublau),
Tetranitromethanprobe: negativ, Farbreaktion mit 84-proz. H,SO,: schmutzig gelbbraun
(1’), oliv-gelbbraun (15’), sepiabraun (2 Std.), kastanienbraun (15 Std.), grauviolett
(23 Std.). UV.-Spektrum und biolog. Priifung siche theoret. Teil.

Acetylierungsversuch. 70 mg Inertosid mit 1 ¢cm? Pyridin und 0,7 em?® Acetanhydrid
36 Std. bei 209 stehengelassen. Ubliche Aufarbeitung (mit Chloroform-Ather (1:3)) gab
81 mg Rohprodukt, das auch nach Chromatographie an Al,0, nicht kristallisierte.

Benzoylierungsversuch. 100 mg Inertosid in 3 cm3 abs. Pyridin bei 0° mit 0,6 cm3
reinstem Benzoylchlorid versetzt, 1 Std. bei 00 und 25 Std. bei 20° stehengelassen. Nach
Zusatz von 0,4 cm® Methanol wurde noch 2 Std. stehengelassen. Die iibliche Aufarbeitung
und Trocknen bei 0,01 Torr und 80° gab 127 mg Rohprodukt als farblosen Schaum, das
auch nach Chromatographie an Al,O, nicht kristallisicrte.

1) J. P. Rosselet & A. Hunger, Helv, 34, 1036 (1951).
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Leptosid. Aus Methanol-Wasser Kérner, Smp. 194—195°, aus Aceton-Ather oder
Methanol-Ather kleine Wiirfel, Smp. 199—202°; [oc]ll; = +22,00 4- 3% (¢ =1,0045 in
Methanol).

9,98 mg Subst. zn 0,99353 cm®; I = 1 dm; all = +0,22° 4 0,02°

3,927 mg Subst. gaben 9,230 mg CO, und 2,700 mg H,0 (OAB)

4,356 mg Subst. gaben 10,200 mg CO, und 3,040 mg H,0 (4. P.)
5,758 mg Subst. verbr. 3,606 cm? 0,02-n. Na,S,0, (Zeisel- Viebick) (OAB)
CyH,, 0,0 (564,65) Ber. C 63,81 H 7,85 —OCH, 5,49%
Gef. ,, 64,14; 63,96 ,, 7,69; 7,81 »  6,48%
Legal-Reaktion: positiv (orangerot), Keller- Kiliani-Reaktion: positiv (blau), Tetra-
nitromethanprobe: negativ (farblos), Farbreaktion mit 84-proz. H,S80,: gelb (0’), grau-
gelb (10’), oliv-gelbbraun (15°), grauviolett (2—24 Std.). UV.-Spektrum und biolog. Prii-
fung siehe theoret. Teil. Raymond-Reaktion: blaugriin.
Acetylierungsversuch. 60 mg Leptosid wie oben acetyliert gaben 74 mg Rohprodukt,
das auch nach Chromatographie nicht kristallisierte.
Benzoylierungsversuck. 100 mg Leptosid, wie bei Inertosid beschrieben benzoyliert,
gaben 168 mg rohes Benzoat. Dieses lieferte nach Chromatographie an Al,O; 136 mg
farblosen Schaum, der bisher nicht kristallisierte.

Die Mikroanalysen wurden teils im Mikrolabor der Organisch-chemischen Anstalt,
Basel (Leitung E. Thommen) (OAB), teils bel Herrn A. Peisker, Brugg (4. P.) ausgefiihrt.

Zusammenfassung.

Eine Variante zur bekannten Trennung herzaktiver Glykoside
durch Verteilungschromatographie wird beschrieben. Als stationire
Phase diente Wasser mit gereinigtem Kieselgur als Triger. Das aus
den Samen von Strophanthus intermedius Pax frither erhaltene
Kristallisat Nr. 790, das ein schwer trennbares Gemisch darstellt, liess
sich mit dieser Methode in vier nach Papierchromatogramm und son-
stigem Verhalten einheitliche Stoffe aufteilen, die den vier papier-
chromatographisch nachweisbaren Komponenten des zur Trennung
verwendeten Praparats von Kristallisat Nr. 790 entsprachen. — Von
diesen vier Stoffen waren zwei mit Intermediosid und Panstrosid iden-
tisch. Die zwei andern stellen neue Glykoside dar. Sie werden als
Inertosid und Leptosid bezeichnet. Nach den bisherigen Analysen
kommt beiden die Formel 3 H,,0,, zu, sie sind demnach isomer mit
Intermediosid und zeigen cin dhnliches UV.-Absorptionsspektrum wie
dieses. Inertosid zeigte keine nachweisbare digitalisartige Wirkung,
Leptosid war sehr schwach wirksam. Inertosid und Leptosid liessen
sich in gleicher Weise auch aus den Mutterlaugen von Kristallisat
Nrt. 790 erhalten. Sie sind in den Samen reichlich enthalten und diirf-
ten nach Intermediosid und Panstrosid zu den Hauptglykosiden der-
selben gerechnet werden.

Organisch-chemische Anstalt der Universitit Basel.
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