
1486 HELVETICA CHIMICA ACTA 

267. Die Bufogenine des Paratoidensekretes von 
Bufo marinus (L.) SCHNEIDER 

Uber Krotengifte, 21. Rlitteilungl) 

von M. Barbier, H. Schroter, K. Meyer, 0. Schindler und T. Reichstein 
(2. x. 59) 

Aus dem Sekret der im nordlichen Teil von Siidamerika und in Zentralamerika 
lebenden Krote Bufo marinus haben ABEL & MACHT~)  das erste kristallisierte Bufo- 
genin isolicrt. Sie nannten es Bufagin. Denselben Stoff isolierten auch JENSEN & 
CHEN~)  sowie CHEN & CHEN~),  die zur Vermeidung von Verwechslungen den heute 
giiltigen Namen Marinobufagin vorschlugen. Der Stoff ist von DEULOFEU & MEN- 
 DIVE^) sowohl aus Bufo marinus wic aus B. fiaracnemis LUTZ~)  erhaltcn worden, 
letztere ist aber vermutlich nur eine Varietat von B. marinus. Aus eincm von DEU- 
LOFEU gewonnenen Rohkristallisat ist von MEYER') durch Chromatographie neben 
Marinobufagin ctwa gleichviel Telocinobufagin isoliert worden. Kiirzlich wurden von 
SCHR~TER und Mitarb.8) eine Reihe von Sekreten verschiedener Krotenarten papier- 
chromatographisch verglichen. Das Sekret von Bufo marinus gab dabei Flecke, deren 
Laufstrecken den folgenden Geninen entsprachen : Marinobufagin, Telocinobufagin, 
Hufotalidin = Hellebrigenin, Gamabufotalin und Hellebrigenol. Die drei letzt- 
genannten waren schwach. 

Vorliegencle Untersuchung hatte den Zweck, das obige Ergebnis durch praparative 
Trennung zu sichern und evtl. zu erganzen. Es standen uns dafiir die folgenden zwei 
Proben zur Verfiigung : 

Probe a) 105 g nicht vollig getrocknetes Sekret von salbenartiger Beschaffenheit, 
das von Hcrrn Prof. HASSAL~) im Juni 1956 in Jamaica gewonnen, dasclbst in Glas- 
ampullen eingeschmolzen uns zugeschickt wurde ; 

Probe b) 75g stark getrocknetes Sekret in Form harter elastischer Schuppen, 
das von Herrn Dr. FENG~)  im Sommer 1957 ebenfalls in Jamaica gesammelt wurde. 

Fur die Aufarbeitung der zwei Proben wurden ctwas vcrschiedenc Mcthoden bc- 
niitzt. Die Analyse der Probe a) wurde besonders sorgfaltig vorgenommen, um mog- 
lichst auch die in kleiner Menge vorhandenen Genine zu fassen. Bei der Trennung 
von Probe b) sollte moglichst vie1 Marinobufagin fur chemische Arbeiten gewonnen 

1) 20. Mitteilung: R. REES, 0. SCHINDLEK, V. DEWLOFEU & T. REICHSTEIN, Helv. 42, 2400 

2) J.  J .  ABEL & D. I. MACHT, J. Pharmacol. & exper. Therap. 3, 319 (1911-1912). 
3) H. J E K S K N  & l i .  K. CHRN, J. biol. Chemistry 100, I'roc. p. LVII (1933). 
4) K. I<. CHEN & A. L. CHEN, J. Pharmacol. & exper. Therap. 49, 514 (1933). 
6) V. DEULOFEU & J. R. MENDIVE, Liebigs Ann. Chem. 534, 288 (1938). 
6) A. LUTZ, Mem. Inst. Oswaldo Cruz 28, 111 (1034). 
') K. MEYER, Helv. 34, 2147 (1951). 
8 )  H. SCHROTER, CH. TAMM, T. REICHSTEIN & V. DEWLOFEU. Helv. 41, 140 (1958). 
*) Wir dankcn Herrn Prof. C. H. HASSAL, damals am University College of the West Tndies, 

(:hemistry Department, in Mona-St. Andrew, Jamaica, sowie Herrn Dr. P. C.  FENG, Lecturer 
in Pharmacology an demselben Ort, auch hier bestens fur dieses Material. 

(1959). 
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werden. Die Hauptresultate waren bei beiden Proben ahnlich. Alle Trennungen wur- 
den weitgehend durch papierchromatographische Kontrolle verfolgt. 

Untersuchung von Probe a). - Zur Vortrennung diente hier eine grobe Ver- 
teilungschrornatographielO). Die 105 g Sekret lieferten dabei : 
17,4 g Chloroform-Eluate, enthalt u.  a. Sterine und Genine; 
0,242 g Chloroform-Butanol-Eluatel') (nicht untersucht, rnit folgendem Me-Eluat vereinigt) ; 

33,763 g Methanol-Eluat, enthalt. u. a. Hauptmenge der Toxine und Basen. 

Bisher wurden nur die Chloroform-Eluate untersucht, da sie praktisch alle hier 
interessierenden Bufogenine enthielten. Durch Papierchromatographie in sechs 
Systemen (Fig. 1, 2, 4, 5, 6 und 7) liessen sich darin, teilweise erst nach praparativer 
Anreicherung, insgesamt 11 Bufogenine nachweisen. Sie wurden zunachst in der 
Reihenfolge zunehmender Polaritat geordnet und rnit den Ruchstaben R, L, M 1, M2, 
T, N, A, B1, R2, C und D bezeichnet. Fur den Nachweis diente dabei die direkte 
Photokopie im gefilterten UV.-Licht 12) sowie anschliessendes Spritzen rnit SbC1,- 
L o s ~ n g ~ ~ ) ~ ~ ) ~ ~ ) .  Die beim Erhitzen mit SbC1, auftretenden Farbungen (Tab. 1) er- 
lauben teilweise eine zusatzliche Differenzierung. Durch die im folgenden beschnebe- 
nen Trennungen liessen sich 7 der genannten Stoffe (R, M1, M2, T, A, I31 und B2) 
in Kristallen gewinnen (vgl. Tab. 2) ; ein achter (C) konnte als krist. 0-Acetyl-Derivat 
gefasst werden; die drei weiteren (L, N und D) wurden in Form amorpher aber 
papierchromatographisch einheitlicher Konzentrate erhalten. Von den 8 krist. Stoffen 
konnten 7 (R, M1,  M2,  T, A, B2 und 0-Acetyl-C) rnit bekannten Geninen identifi- 
ziert werden (vgl. Tab. 2). Der letzte, B1, ist vermutlich ein neuer Stoff. Er wurde 
als Jamaicobufagin bezeichnet, aber nur in sehr kleiner Menge erhalten, die keine 
genaue Untersuchung erlaubte. Die nur in Spuren und in amorpher Form isolierte 
Suhst. N diirfte nach ihren Eigenschaften mit dem kiirzlich beschnebenen16) Argen- 
tinogenin identisch sein. Die ebenfalls nur in Spuren und in amorpher Form erhal- 
tenen Substanzen L und D konnten rnit keinem bekannten Genin identifiziert wer- 
den ; insbesondere waren im Sekret von Bufo arenargm16) keine Stoffe anwesend, die 
im Papierchromatogramm gleiche Laufstrecken zeigten. 

Fig. 1-8 sind schematisierte aber massgetreue Beispiele von Papierchromatogrammen. Fig. 
1-7 zeigt das Verhalten der freien Genine und Fig. 8 dasjenige der 0-Acetyl-Derivate. Ausfuhrung 
wie friiher beschrieben l7). Bedeutang der Buchstabenbezeichnungen vgl. Tab. 1 und 2. Bei der 
Bezeichnung der Systeme 1s) ist das vor dem schragen Strich stehende Losungsmittel oder Gemisch 
dic bewegliche, das nach dem schragen Strich stehende die ruhende Phase. Wo keine Front 
(gestrichelt) eingezeichnet ist, wurde sie abtropfen gelassen. Bei krist . Einzelstoffen wurden 
jeweils ca. 0,08 mg, bei Gemischen oder rohen Fraktionen 0.15 mg oder mehr aufgetragen. 

lo) H. R. URSCHELER, CH. TAMM & T. REICHSTEIN, Helv. 38, 883 (1955). 
11) Es wurde hier nur mit je 1,8 1 Chf-Bu-(g:l) und Chf-Bu-(8:2) sowie rnit 3 1 Chf-Bu-(1: 1) 

eluiert, dahcr waren die Toxine noch grosstenteils auf der SLule und wurden erst mit Me eluiert. 
12) R. BERNASCONI, H. P. SIGG & T. REICHSTEIN, Helv. 38, 1767 (1955). 
la) R. NEHER & A. WETTSTEIN, Helv. 34, 2278 (1951). 

la) J .  P. RUCKS-VHL & K. MEYER, Helv. 40, 1270 (1957) : R. BOLLIGER & K. MEYER, Helv. 

le) R. REES, 0. SCHINDLER, V. DEULOFEU & T. REICHSTEIN, Helv. 42, 2400 (1959). 
1') A. ZAFFARONI. K. B. BURTON & E. H. KEUTMANN, Science 111, 6 (1950); R. B. BURTON, 

A. ZAFFARONI & E. H. KEUTMANN, J. biol. Chemistry 188, 763 (1951); 0. SCHINDLER & T. 
REICHSTEIN, Helv. 34, 108 (1951). 

L). LAWDAY, Nature 170, 415 (1952). 

40, 1659 (1957). 

la) Abkurzungen fur Losungsmittel usw. vgl. Einleitung zum Exper. Teil. 
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'l'abelle 1. F u v h r i n g m  der Plerke mit ShC1, 13) la) l6) a,uf mit 1;ormamid iwipragniertcm I-'apicrln) 

Stoff 

I< = I<chibii[vpcnin . . . . . . . . .  
S ~ Cinobufagin'") . . . . . . . . .  
I .  = S u h t .  L (amorph) . . . . . . .  

R12 -- Mariiiobufagin . . . . . . . . .  
I' = ~ ~ ~ i n t ~ l ~ ~ ~ f o t a ~ i n ~ ' ~ j  . . . . . . . .  
T = Telocinobufagi~i . . . . . . . .  
5 7 .Xrgentinogenin . . . . . . . .  
Q 7 Arenobulagin") . . . . . . . .  

~ Hellebrigcnin = t3ufotalidin . . .  

131 ~ Jainaicohnfagin . . . . . . . .  

;\I1 = Uufalin . . . . . . . . . . . .  

.I 
IT ~~ t:nhckannter Fleck (Probe b) . . 

132 = Hellel,rigenol . . . . . . . . .  
c' = Gamabufotalin. . . . . . . . .  
I )  ~ Subst. 1) (amorph) . . . . . . .  

lreies (;enin 

Icarbuna init SbCl xrliitzt, 'Lageslicht 

violott 
gclbgriin 
intensiv violett 
blaugrau 
braungriin 
violett 
blau 

iarblos 
gelb 
violett 
kalt: gelb, nach 
Erhitzcn: grun 
graugelh 
lilablau 
braun 

fast fdrblOS 

1.11 au- v i d e  t t 

graiigelb 
graolkiu 
graubriiun 

violctt 
rosa 

gelb 

graul)lan, rora 
(nach 10') 
gelb 
graublau 
ockcr 

19) Das Papier wurde nach der Chromatographic durch Erhitzen auf 90" mahrend ca. 30 Min. 

%") Ihcntc niir zum Vcrglcich, wlrdc aus dem Sekret von Bu/u ~zuriwus nicht isoliert. 
\-on Fmd befreit. 



bezeich- 
nung 

bzw. ncncr Namc 

Smp 

nach 
Iit. 

hier 
gefunden 

hicr I gefunden 
nach 
Lit. 

8.5-169" 21) 

218-230" 22) 

120--13O"/ 
200-21 8" 
223-234' 

- 5,4 C h P )  I nicht best. Resibufogenin . . . . 

0-Acctyl- ,, - 1,l chf=) - 
- 

- 8.7 Chf'') 
- 6,0 Chf23) 

+ 10,O Chf") 
+Z.i,7 Chf") 

- 1,8 C,hf 

nicht best. 

- 6.7 Chf 
- 6,O Chf 

+ 10.2 Chf 
+ 24,') Chf 

L Subst. I, . . . . . . 
Bufalin . . . . . . . 
0-Acetyl- ,, . . . . 

amorph 

230/242-248' 
236-247" 

neu 

244-248" 25) 

230-248" 23) 

224 2 2 5 O Z 4 )  
104-220" 24) 

215-220" 
200-220" 

ikrinobufagin . . . 
0- Acctyl- , , . . . . . 

201 -208" 
266-272" 

Telocinobufagin . . 
0-Acetvl- ,, . . . . 
Argentinogenin . . . 

A F i i  1 0-Acetyl- ,, . . . . . 
Hellebrigenin - 
Bufotalidin 

Ac-.A 0-hcetyl- ,, . . . . . 
I31 Jamaicobufagin . . . 

Ac-Bl 0-Acetyl- ,, . . . . . 

nich t best. 
,, , I  

227-230" le) 

amorp1i16) 

150/237O 36) 

242 247"") 

- 20,6 Chf16) 
- 

+ 18,O An 26) 

+ 33,7 ChfZ6) 

amorph 

350-155" 

- 

164-1 73" 
162--178' 

145 154' 

nicht krist. 

nicht krist. 
215-237" 28 

neu 

146 155°26) 

126" 26)26) 

261-263" 27) 

265-266" 23) 

-- 

Hcllebrigcnol . . . . 

hellebrigenol. . . . . 
Gamabufotalin. . . . 

neu amorph Subst. D . . . . . . 
0-.\cetyl-Suhst. D . . 

Ausfuhrurtg der Trennung. Das Material (17,3 g) wurde zunachst in 2 Portionen 
an A1,0, chromatographiert und diese Operation mit einigen Mischfraktionen wieder- 
holt, worauf sich etwas Sterine (nicht untersucht) sowie die Hauptmenge Marino- 
bufagin (M2) und etwas Telocinobufagin (T) in reiner Form abtrennen liessen. Die 
verbleibenden Gemische wurden nach dem Ergebnis der papierchromatographischen 
Prufung in fiinf Gruppen zusammengcfasst (vgl. Tab. 4). 

Gruppe I wurde zunachst an A1,0, chromatographiert, worauf sich noch etwas 
M 1  und M 2  rein abtrennen liessen. Die verbliebcncn Gemische, in denen K und L 
angercichcrt waren, wurden einer Verteilungschromatographie unterworfen, wobei 

21) H. LINDE & I<. MEYER, Pharmac. Act. Helv. 33, 327 (1058). 
z8) K. MEYER, Helv. 35, 2444 (1952). 
23) K .  MICYER, Pharmac. Act. Helv. 24, 222 (1949). 
24) K. MEYER, Helv. 34, 2147 (1951); ST. PATAKI CG IC. XIEYER, Hclv. 38, 1631 (1955). 
26) J. SCHMUTZ, Helv. 32, 1442 (1949). 
26) A. KATZ, Helv. 40, 831 (1957). 
27) M. KOTAKE, Liebigs Ann. Chem. 465, 11 (1928). 
**) Sur 0,s mg ICristallc erhalten, durch Papierchromatogramm identiliziert. 
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hellgelb blassgelb 
liellgriiii ocker 
schmutzig griin ,, m. Braun- 

stich 

Tabelle 3.  Favbreaktionen der Subst. N und der drei neuen Stoffe B l .  D und L mit H,SO, 
nach angegehener Zeit 

gelb 

,, 

Zeit 

0‘ 
15’ 
1 Std. 

2 Std. 
-4 Std. 

0’ 
5‘ 
1 Std. 

2-4 Std. 

amorph H, L, M1, M2 Al,O,-Chrom. 
Verteilung I 1 / j i I  I I h a p .  Pchr 

Janiaicobufagin B1 Subst. N I O..Acetyl- 1 Subst. n I Subst. 1 =Argentina- 
Verbindung genin freies Genin 

K, T,, M1, M2 

gelbgriin 
brdungriin 

du 11 kelgriin 

braungriin 
olivgrun 
graugrun 
graublau 

gelb 
ocker 

mauve I dunkelbraun I ,, I schmutzig ocke 
,, bis 24 Std. grau I I mauve 

Mit konz. H,SO, 
gelb gelbbraun gelh 
braungriin 
braungriin 

gelbbraun I 
I blauviolett 1 braungriin 1 ,, bis 24 Std. 1 braun 

Tabelle 4. Unterteilung des Geningemisches i n  5 Gruppen 

Weitere Daraus 
Verarbeitung rein isoliert 

I F’rap. Pchr B1-Konzentrat 

SO,-Chrom. M2, “9, T, 
B2, C, D Reagens T A4, B2, C ,  D 

Prap. Pchr 

4 
5 

Propylcnglykol-Wasser als ruhende sowie Benzol und Benzol-Chloroform-Gemische 
als bewegliche Phase dienten. Dabei l i es  sich aber nur M 1 glatt abtrennen. Das ver- 
bliebene Gemisch von R und L wurde durch praparative Papierchromatographic 
getrennt . 

Gruppe 2 war ein Kristallgemisch, das neben M 2  vorwiegend T enthielt. Es liess 
sich an A1,0, teilweise trennen. 

Gruppe 3, ebenfalls ein Kristallgemisch, wurde zunachst (in 2 Portionen) mit 
Reagens T von GIRARD 8r SANDULEsC030) behandelt. In der fruher beschriebenen 
Weise31) liessen sich 9,5 mg Aldehyde und 60,3 mg aldehydfreie Anteile gewinnen. 
Aus ersteren konnte krist. Hellebrigenin (A) erhalten werden. Die aldehydfreien An- 

2”) Der K-Fleck wurde erst nach praparativer Anreicherung durch Chromatographie an SiO, 

30) 4. GIKAKII & G. SANDULESCO, Helv. 19, 1095 (1936). 
31) 0. SCHINDLER & T. REICHSTEIN, Helv. 34, 521 (1951). 

sichtbar. 
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teile lieferten nach Chromatographie an A&O, eine kleine Menge krist. Jamaico- 
bufagin (Bl). 

GrzGppe 4.  Dies Material wurde direkt durch praparative Papierchromatographie 
getrennt, worauf sich noch 28,8 mg amorphes, aber papierchromatographisch ein- 
heitliches Jamaicobufagin (B 1) abtrennen liessen. Auf Isolierung von M2 und T aus 
diesem Material wurde verzichtet. 

Gruppe 5. Dieses Gemisch wurde zuerst an Silicagel chromatographiert, was die 
Abtrennung von M2, N, T und D in reiner Form erlaubte. Das verbliebene Ge- 
misch von A, B 2, C und D (41 mg) wurde wie bei Gruppe 3 rnit Reagens T behandelt. 
Auf Versuche zur Isolierung der Aldehyde wurde hier verzichtet. Die aldehydfreien 
Anteile (36 mg) zeigten im Papierchromatogramm nur noch die Flecke B2 und C32). 
Sie wurden durch praparative Papierchromatographie getrennt. Dabei konnte eine 
kleine Menge Hellebrigcnol (B2) in Kristallen isoliert werden. Von dem Material, 
das nur den C-Fleck zeigte (Gamabufotalin) wurden nur 4,6 mg erhalten, die nicht 
kristallisierten. Nach Acetylierung wurde aber eine kleine Menge Kristalle gewonnen, 
die nach Papierchromatogramm, Farbreaktionen und 1R.-Spektrum rnit Di-O- 
acetyl-gamabufotalin identisch waren. 

In Tab. 5 sind die Ausbeuten an den 11 gcnannten Geninen zusammengestellt. 
Ausserdcm wird eine Schatzung der wirklich vorhandenen Menge-gegeben 33). 

Tabelle 5. Ubersiclrt uber die erhaltenen d iisbeuten uitd rohc Schatzung dey im Sekret (Probe a)  
wzrkltch vorhandeizen 3 f ~ n g e n ~ ~ )  

0,07 
0,02 
0,7 

10.0 
0 3  
0,Ol 
0,06 
0,07 
0,02 
0,02 
0,03 

Buchstabenbezeichnung 
und Name 

R Resibufogenin . . 
L Subst. L . . . .  
M1 Bufalin . . . . .  
M2 Marinobufagin . 
T Telocinobufagin . 
N Argentinogenin . 
A Hellebrigenin . . 
B1 Jarnaicobufagin . 
I32 Hellebrigenol . . 
C Gamabufotalin. . 
D Subst. D . . . .  

. . . . .  

. . . . .  

. . . . .  

. . . . .  

. . . . .  

. . . . .  

. . . . .  

. . . . .  

. . . . .  

. . . . .  

. . . . .  

Isoliert aus 
105 g Trockensckret 

Menge 

in mg 

43,s 
roh 10.9 

502 
8263 

67 
roh 6,G 

43 
roh 30 
krist. 2 
roh 5.5 
roh 8 

in 

0,04 
0,Ol 
0,48 
7,88 
0,06 
0,006 
0,005 
0,03 
0,002 
0,005 
0,008 

Schatzung der 
wirklich vorhandenen 

Menge 

Untersuchung von Probe b). - Dies Material (75 g) wurde nach TSCHESCHE 
& OFFEX) mit Sand verriebcn und im Soxhlet mit Chloroform, dann mit Chloroform- 
Methanol je 8 Std. extrahiert. Diese Extrakte (16,5 g) zeigten im Papierchromato- 
gramm ausser M2 und T drei langsame Flccke (A, U und B von Fig. 5 und 7). Sie 
wurden in zwei Portionen an Al,O, chromatographiert, worauf sich die Hauptmenge 

32) D scheint sich dcmnach auch rnit Reagens T umgesetzt zu haben. 
sa) Schatzung auf Grund der erhaltenen Ausbeute, der I<ristallisierbarkeit, sowie der Starke 

a4) R. TSCHESCHE & H. A. OFFE. Ber. deutsch. chem. Ges. 68, 1998 (1935). 
der Flecke in den Papierchromatogrammen. 



Maririobufagin (M 2) sowie ein Teil des Telocinobufagins (T) und Hellebrigenins (A) 
i n  liristallen abtrennen liess 35), Die verbleibenden Gemische (ausser den leicht eluier- 
baren Teilen) wurden nochmals gleich chromatographiert und gaben noch etwas mehr 
clerselben drei Stoffe. Von den nunmehr erhaltenen Gemischcn wurde ein Teil (80 mg) 
dcr schwcr cluicrbarcn Antcilc (ca. 104 mg, enthaltend T, A, U und 131) durch 
praparative Papierchromatographie getrennt, wobei A und B 1 in Kristallen isoliert 
werclcn konnten, waihrend U in amorpher, aber papierchromatographisch reiner Form 
crhalten wurde 36). Ein weiterer Anteil (80 mg) dcr noch schwerer eluierbaren Anteile 
(100 mg, cnthaltcnd vorwiegend A und B 2) lieferte nach praparativer Papierchroma- 
tographie 16 mg rohes Hellebrigenol (B2), das zwar nicht kristallisierte, aus dem sich 
aber etwas krist . Di-0-acet yl-hellebrigenol isolicrcn liess. 

Insgcsamt wurdcn aus Probe b) die folgenden Mengen an reinen Kristallen er- 
lialten : 11,O g cntspr. 14,6 5.; hhinobufagin (MZ), 

1,12 g ,, 1,48 y;, Telocinobufagin (T), 

1 mg ,, 0,003"; Jamaicobufagin (Bl), 
2 mg ,, 0,0035.; Di-0-acetyl-hellebrigenol (A-BZ). 

36 mg ,, 0,0481/, Hellebrigenin (A),  

Fcrner wurden ca. 12 mg amorphe, aber papierchromatographisch einheitliche Subst. 
IJ erhaltcn. 

13eini Verglcich dcr Ausbeuten ist zu berucksichtigen, dass die Verarbeitung der 
Proben a) und b) verschieden erfolgte und dass das Zicl vcrschicden war. Die Uber- 
cinstimmung ist dann befriedigend. 

Die Identifizierung der bekannten Genine erfolgte, soweit sie kristallisiert vor- 
lagen, bei bciclcn Proben durch Smp., Mischprobe, Papierchromatogramm und Farb- 
reaktionen. In einigen Fallen wurden auch die Drehungcn bestimmt, die 1R.-Spektren 
aufgenommen und die 0-Acetyl-Derivate bereitet. Im folgenden wird die Identifi- 
zicrung dcr Subst. N sowie die Charakterisierung der 4 neuen Genine (L, C, B 1  und 
D) kurz besprochen. 

Identifizierung wn Subst. N mit Argentinogenin16). Von Subst. N wurden nur 
5 mg amorphes Matcrial crhalten, das auch nach Impfen mit Argentinogenin nicht 
kristallisierte. Das Praparat zeigte aber im Papierchromatogramm (System von 
Fig. 6) dieselbe Laufstrecke wie Argentinogenin. Auch die Farbungen mit SbC1, und 
H,SO, waren gcnau gleich ; ebenso die Laufstrccken der 0-Acetyl-Derivate. Ausser- 
tiem gab ?r; mit FeC1, in einer Spur Methanol verflussigt, mit Wasser verdunnt, eine 
intensivc grauviolette Farbung und zeigte im UV. (in Alkohol) ein Maximum bei 
292 mF, log t: = 3,71 (ber. auf C,,H,,O,)37) sowie im IR. (in CH,Cl,) eine mittelstarke 

35) Die leichter eluierbaren Anteilc, welche die Sterine, das Resibufogenin und Subst. T, ent- 
halten sollten, wurtien bei dieser Probe nicht untersucht. 

36) Der 1 I-Fleck war im f'apicrchromatogramni des Totalextraktes nicht sichtbar. Es ist 
tlaher nicht sichcr, ob er im I-aufo dcr lsolicrung als -1rtefakt entstanden ist. Ein Fleck, der dein 
l,'-l;leck eritspricht, konnte in Probe a) auch nach priiparativer Anreicherung nicht beobachtet 
\verclen : cs \\are daher such moglich, dass cler Stoff Ixim Extrahicrcn dcs Sckrcts in1 Soxhlct 
cntstanden ist. 

a7) Iiristallisiertes Jlrgentinogenin zcigte unter gleichen Bedingungen ein Maximum bei 
180  nip, loge ~7 4,Zl Iwr. auf C,4H,,0, (416,8)l6). Danach diirfte das amorphe Praparat von N, 
falls es frei von stark absorbierendeii Verunreinigungen war, etwa SOY& Argentinogenin enthalten 
habcn. 
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Bande bei 6,03 p, die fur Argentinogenin sehr typisch ist. Die positive FeC1,-Reak- 
tion sowie das relativ kurzwellige und sehr hohe Maximum im UV. sind fur Argen- 
tinogenin ausserst charakteristisch, so dass die Identitat hochst wahrscheinlich ist. 

Substanz I,. Von diesem Stoff wurden nur 10,9 mg eines amorphen Praparates 
erhalten. Es zeigte im UV. in alkoholischer Losung ein Absorptionsmaximum bci 
292 mp, log E = 3,32 berechnet auf C,,H,,O, (414,43). Sonst konnte es nur durch sein 
Verhalten im Papierchromatogramm (auch nach Acetylierung) sowie durch die Farbre- 
aktionen charakterisiert werden. Durch direkten Vergleich im Papierchromatogramm 
(System von Fig. 1 ist besonders geeignet) liess sich zeigen, dass der Stoff ~7on Bufa- 
lin, Cinobufagin und Cinobufotalin sicher verschieden ist. 

Substanz U. Dieser Stoff wurde nur aus Probe b) erhalten und ist nur durch sein 
Vcrhalten im Papierchromatogramm und die SbC1,-Farbung charakteristisch ,8). 

Jamaicobufagin (B I). Dieser vermutlich neue Stoff wurde aus beiden Proben in 
Kristallen isoliert. Er ist schwer von Hellebrigenol (B2) und auch von Gamabufo- 
talin (C) trennbar. Das Acetylderivat l a s t  sich dagegen im Papierchromatogramm 
leicht von Di-0-acetyl-hellebrigenol trennen, nicht aber von Di-O-acetyl-gamabufo- 
talin. In reiner Form ist Jamaicobufagin aber schon durch seine auffallende Farbung 
mit SbC1, leicht erkennbar ,9). Der Stoff kristallisiert relativ schwer. Die Kristalle 
ails den zwei Proben zeigten verschiedene Srnp40), waren aber nach Papierchromato- 
gramm und Farbreaktionen identisch. Fur eine Analyse war die Menge nicht aus- 
reichend. Das UV.-Absorptionsspektrum musste mit einem amorphen Praparat auf- 
genommen werden. Es zeigte in Alkohol das normale Maximum bei 299 mp, log E = 
3,67 ber. auf CMH3,0, (416,50). Der Stoff lieferte ein gut krist. 0-Acetyl-Dcrivat, das 
im UV. (in Alkohol) ein analoges Maximum bei 298 my, log E = 3,71 ber. auf C,,H,,O, 
(458,5) bzw. log E = 3,75 ber. auf C,,H,,O, (500,54), zeigte. Das 1R.-Spektrum (Fig. 
10 und 11) zeigt die drei Hauptbanden des Hexadienolidringes bei ca. 5,80; 6,14 untl 
G,53 p sehr deutlich, wobei die erste (die auch die Absorption der Acetylgruppen 
enthalt) noch Schultern bei ca. 5,88 und 5,94 p aufweist. In  der CH-Region ist die 
schwache Hexadienolidbande bei ca. 3,28 p hochstens durch cine winzige Zacke 
(Fig, 11) angedeutet. Etwas starker ist eine kleine Bande bei ca. 3,32 p in Fig. 11 
sichtbar, so dass die Anwesenheit eines 14,15-Epoxydringes nicht ausgeschlossen 
ist41). Anhaltspunkte fur eine Aldehydgruppe fehlen (es ist nur eine schwache Bandc 
bei ca. 3,59 und nicht bei 3,68 y sichtbar). Die Anwesenheit einer reaktiven Aldehyd- 
gruppe ist auch unwahrscheinlich, weil Jamaicobufagin mit Reagens T nicht rcagicrt 
hatte. 

Subst. D. Von diesem Stoff wurden nur 8 mg in amorphcr Form erhaltcm. Er 
konnte nur im Papierchromatogramm, durch die Farbreaktion mit SbCI, und durch 
das UV.-Spektrum charakterisiert werden. Letzteres (in Alkohol) zeigte das normalc 
Maximum bei 299 my, log E = 3,75 ber. auf C,,H,,05 (400,5). Fur eine solchc Formel 

38) Leider ging das erhaltene Priiparat vorzcitig verloren, so dass weitere Verglcichc unmog- 

30) Es gibt dabei sclion in cler Kalte eine deutliche GclbfSrbung, die beim Erhitzen in Chiin 

40) Smp. 164-173" aus Probe a); Smp. 167-172/210-220" oder 217-220' aus Probe b). 
4l) Zur sicheren Erkennung ware die Aufnahme in hdherer Konzentration notig umd \vomog- 

lich wurden. 

umschlagt. Alle bisher bekannten Bufogenine farben sich erst beim Erhitzen. 

lich vorherige Hydrierung des Hexadienolidrings, vgl. SCHROTBR 11. RIitarb. *) . 
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ist die Laufstrecke im Papierchroniatogramm aber auffallend kurz. Nach dem Ver- 
lauf der Trennung bei Behandlung mit Reagens T scheint Subst. D eine reaktive 
Carbonylgruppe (Aldehyd ?) zu enthalten. 

Diskussion der Ergebnisse. Die erhaltenen Rcsultatc bestatigcn dic friihcrcn Er- 
gebn i s~e~-~) ,  wonach im Sekret von Bufo marinus das Marinobufagin sehr stark 
iiberwiegt, gefolgt von Telocinobufagin. Die von SCHRijTER und Mitarb.8) auf Grund 
papierchromatographischer Kesultate vermuteten drei Begleiter (Hellebrigenin, 

Gamabufotalin und Hellebrigenol) konnten in kleinen Mengen isoliert und eindeutig 
identifiziert wcrden. Iron den daneben jetzt noch aufgefimdenen weiteren Geninen ist 
Bufalin in relativ grosser Mengc cnthaltcn. Es wurdc bci dcr Prufung im Papicr- 
chromatogramm8) friiher iibersehen, da es in den benutzten Systemen sehr ahnlich 
liiuft wie Marinobufagin und von dicscm verdcckt wurdc. 

52) Aufgenommen von den Herren I<. STICH untl G. ROTZLI(R auf einem TJXIC*M SP 500 

43) Aufgenommen von den Herren K. STICH untl G. KOTZLICR auf einem P E R K i N - E L m m  

Spectrophotometer mit Sekundarelektroncnvcrvielfachrr If' 2U. 

1R.-Spectrophotometer. Model1 21. 
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2,s 3.0 35 40 45 5.0 5,s 6.0 65 7,o i1s 8.0 8.5 

Fig. 11. IR.-Absorptionsspektrum von 0-Acetyl-jamaicobufagin (.4 c-B,), 
Smp. 162-178". fest (0,88 mg) in KBr, nicht vibriert, aufgenommen mit C a F , - P r i ~ m a ~ ~ )  

Von Interesse ist der Vergleich mit dem Sekret von Bufo arenarurnl6). Von den 
hier isolierten 11 Geninen wurden 7 auch in B. arenarum aufgefunden, auch dort 
waren Marinobufagin und Telocinobufagin relativ reichlich vorhanden. Sonst ist aber 
die prozentuale Zusammensetzung sehrlstark verschieden. Arenobufagin, eines der 
Hauptgenine von B. arenarum konnten wir in B. marinus bisher nicht auffinden. 
Dieser Stoff wird aber durch Xontakt mit A1,0, langsam in Argentinogenin und 
Bufarenogin umgelagert 16). Es besteht daher die Moglichkeit, dass die kleine Menge 
Argentinogenin, die wir hier isolieren konnten, wenigstens teilweise bei der wieder- 
holten Chromatographie an A1,0, aus Arenobufagin entstanden ist. 

Der eine von uns (M. B.) dankt dem Centre National de la Recherche Scientifique, Paris, fur 
die Unterstiitzung, welche ihm die Beteiligung an dieser Arbeit ermoglichte. Ferner dankt H. S. 
dcr F. HOFFMANN-LA ROCHE & CIE, Basel, fur finanzielle Unterstutzung. 

Experimenteller Teil 
Alle Smp. sind auf dcm KOFLER-Block bestimmt und korrigiert; Fchlergrenze in beniitztcr 

Ausfiihrungsform bis 200" etwa -j= Z", dariiber etwa & 3". Substanzprobc zur Bestimmung der 
Drehung und zur Aufnahme dcr UV.- und 1R.-Spektren 1 Std. bei 70' und 0.05 Torr getocknet. 
Ubliche Aufarbeitung bedeutet: Eindampfen im Vakuum, Aufnehmen in Chloroform oder Chloro- 
fonrr-Ather-(l: 3), Waschen mit 2-n. HC1 (zweimal), 2-n. Na,COs (zweimal) und Wasser (zweimal), 
Trocknen uber Na,S04 und Eindampfen im Vakuum. Die Absorptionschromatogramme wurden 
nach der Dur~hlaufmethode~~) an alkalifreiem A1,0, ((IMERCKa standartisiert nach BROCKMANN) 
oder Silicagel46) durchgefiihrt. Die Ausfuhrung der Papierchromatogramme17) und der Farb- 
reaktion mit H,SOPB) nach friiheren Angaben. Es gelten die folgenden Abkiirzungen: Ae = 
Ather, (Ac),O = Acetanhydrid, AcOH = Eisessig. Alk = 95-proz. Athanol, An = Aceton, Be = 
Benzol, Chf = Chloroform, Cy = Cyclohexan, Me = Methanol, ML = eingedampfte Mutterlaugc. 
n. u. = nicht untersucht, Pchr = Papierchromatogramm und Papierchromatographie, Pgl = 
Propylenglykol, Pn = Pentan, P y  = Pyridin, W = Wasser. 

a) Untersuchung der Probe a) 
Vortrennung von 105 g getrocknetem Driisensekret von Bufo marinus (Probe vom 

Jud  1956 von Jamaica) durch grobe VerteilungschromatographielO). - (ausgefiihrt 
Oktober 1957 von M. B.). - 105 g trockcnes Sekret (hcllbraunes Material von salbenartiger 

44) T. REICHSTEIN & C. W. SHOPPEE, Disc. Transact. Faraday SOC. 7, 305 (1949). 
46) Silicagel engporig 0,15-0,3 mm gckornt fur Chromatographie nach BENDER & HOBEIN 

@') J. v. Euw & T. REICHSTEIN, Helv. 31, 883 (1948). 
AG., Zurich. 



Konsistcnz) wurtlrn im hIorscr init 7h0 ml i V  mijglichst homofienisicrt und anschliwsend niit 
400 g gcrcinigtem") Kieselgur vermisclit. 1 )as so cbrlialtene P u l w r  \vurde mit frisch tiest. Chf auf 
die mit  Chf bereitete Saule (Nr. 4)47) gcbracht. tlir rnit 2 kg Kiesclgur-~V-(l:1)48) beschickt war. 
Anschliessend wurtle mit Chf sowic Ch [-?3u-(;emischen (jcwcils mit  \V gekittigt) chromatogra- 
phiert. Laulgt.scli\\.intligltcit ca. 600 nil pro 1 2  Sttl. i.'Tlwr (lie Aus1)cutcn orientiert Tab. 6. 

Tabelle 6. Gvobe I~erteilun~.srIiroiriutogi~upkir uon 105 g Trockrnsrkret 
I I 

'raktion: 
Nr. 

0 
1 0  
11 

12 
1 3 
14 
15 

16 
- Kest 

Eindaniplriickstaiitl tler Eluate 

RI, 'T'u. k i i r z ~ r e ~ ~ )  
11. 'I t i .  lriirzcrc 

11. 11. 

11. 11. 

\Yeitere 
Verarbeitung 

15,629 g z u r  A1208- 
Chromatographic 
2 .  Port. (Tab. 8) 

~ 

1,500 g L i i r  \ 1 2 0 : j -  
Chroinatographie 
1. Portion (Tab. 7) 

0,157 g nu 41203- 
Chromatographic 
2 l'ortion (Tab. 8 )  

vereinigt 
tnit 10, 11. 11. 

vcrmutl. Ihifotoxine 
11. n. 

1)ic lcr. 13 15 (tlunkles Hars) wii i - t lw i i i i t  T;r 16 v(w.iiiigt (11. 11 ) 
I)ic Vr. 16 (33,763 g dunkclbrauncs Hal-z) tliirltt* die Hauptmengc tlcr Toxirio sowie tlcr 

IXc Fr. 1-12 wurtlen in 2 I'ortic~nen an .A1203 chr[)iiiat[ijiral,hiert, vg1. Tah. 7 uiid Tab. 8. 
.-\us tlicscr ChromatoSraphie resulticrtrn somit 44X nig rc%ines M Z .  lXc Vcrarbeitung der 

weitcreii Antcile ist ails der letzten Kolonnc tler T a l i .  7 rrsichllicli. I )ir. niclit untersuchte Fr. 30 
tliirfte noch Itlcint~ Mcngcn :I, R, C untl I )  cntlialtcn haben. 

,411s dicscr Clirrimatographic: rcasultir.rtcn .5 ,Z( iL'  g krist. 11 2. Vvr:irl)c4tunR (1t.r 111, imti wvcitercr 
I'raktionen vgl. letztc Kolonnt~. l ) i ,  1 1 .  11. i\ntc.ile tler I;r. 13 i i i i t l  14 rliirltcn noch c : ~ .  4.50 Ing M2, 
90 mg 'r und ca. 5 m g  R und .i ing C enth;dten llahcn. 

Fiir die folgcntlc Chromatographic ('ral). 9) tlicnlrn tlic 1s nig hIIA tier 1;r. 27-29 von Tab. 7, 
000 nig MI.  iI(.r 1;r. 13-15 von Tali. X, sowi(. cliv 3.28 ing I:r. l(1 -14 \ .on  'l 'nb. S. I)irscs hlattq-ial 
(ttrtxl 1,231 g )  c~nthit.ll vurwicspmtl hI2 ,  'r sowir vtwns A,  T<, ( '  untl I ) .  

liiir die anschliessc.ntlc: ~~t i r c r i i l a to~ra~~ l i i c  (lali .  10)  tlicntc t las folgeiitlc Material: 545 mg l\.IL 
tlcr Fr. 6-22 von Tab, 7, 14O,.i mg Fr. 23 26 von Tali. 7, 60 m g  Kristallc Fr. 27 29 von Tab. 7,  

Rascn enthalten Iiabcbn (n. u.).  

47)  11. H ~ a ~ ~ i ~ i j s ,  ('H. 'TAMM & T. RT.I(WSTKIN, I-Irlv. 36, 3.57 ( l (133) .  
4") Hicr hantlrlt es sich uni tlas Verhiiltnis tler C;e\viclitstcilc. 
49) Xachweis durch ~J~- . - l . ' t i ( J t~k~p ie l~ )  sowic Ihtwicklung mit SbC'I3l3) I') 9. 
6") In lilammcrn = schwache Flecke. 
51) In  dieser Phase wurde nur  eine rolic Orientierung angestrebt. 
5y) Fleclte mit  kiirzeren Laufstrecken, cntspr. hijlier lwlaren Stoilen. 
sn) T k r  Inhalt der Saule wnrdc inial mil je 11 !VIc hei 20" je 3 'rage geschiittelt. 
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Tabelle 7. Chromatogr. T r e n ~ u n g  drr I .  Portton (1,509 g Fr.  5-X vun Tab .  6 )  a n  45 g ..31,0,, 
Isolierung von M ,  

- 

Frak- 
tions 
S r .  

1-2 
3 
4 
5 
0 
7 

X 14 
15-20 
!1 22 

23 
z4-25 

26 
27 

28 
29 

30 
31 

12 34 
35-36 

Eluiermittel 
j e  150 ml 

Icngc 
n mg 

22,5 
5.5 

47,c 

4,c 
5,C 
3.5 

- 

589 
384 
52 
10,5 

109 
21 
16 

13 
49 

25 
9 

1x 
14 
- 

roh 

l'lecke 
im Pchr 

Eindampfruckstand 

Kristalle aus An-Ae 1 Endprodukte ~- 
Meng 
in mg 

Smp. 

123-127" 

217-227" 

220-222" 
220-222" 
2 16-220" 
209-2 18" 
174-205" 
206-209" 
201-209" 

174-182" 
147-151" 

amorpli 

Flecke oder weitere 
iIn pcllr Verarbeitung 

vermutl. Sterini 
n. u. 

448 mg reines 
M2 Endprod. 
ML (545 mg) 
Tab. 10 

I M2 

M2 
M2 
M2 

M2, T, h (Tab. 10 

2010 mg ML der Fr. 6 9  von Tab. 8"), 3144 mg Fr. 10-11 von Tab. 8, 503 mg ML der Fr. 12 
von Tab. 8,200 mg Kristalle dcr Fr. 15 von Tab. 8,823 mg Fr. 2-6 von Tab. 9, sowie noch 14.3 mg 
Fr. 8-13 der Tab. 15 (vgl. Trennung der Gruppe 3). Dieses Material (-5,516 g) enthielt vorwiegentl 
311, &I2 und T. 

Dieses Chromatogramm ist leider nicht fertig eluiert worden. Rcstc von 4 .  I3, C und 11 (total 
ca. 50-100 mg) diirften auf der S i d e  verblieben sein. 

Die n. u. Fr. 11-14 und 32-37 sowie die ML der Fr. 15-31 diirften schiitzungsweise 50 mg 
111, 200 mg M2 und ca. 300 mg T cnthaltcn haben. 

Die 276 mg Fr. 3 8 4 3  von Tab. 10 wurden fur sich chromatographiert (Tab. 11). 
Die nicht getrennten Fr. 15-24. die ML von 2.5-31 und die Fr. 3 2 4 1  enthielten schatzungs- 

ueise 10 mg M2, 80 mg T und Spuren 131. 
Trennung der Gruppe 1: Isolierung von R, L und MI. - Als Gruppe 1 wurden [lie 

752 mg Fr. 4 und 5 der Tab. 8 bezeichnet; sie enthielten R. L. M 1  und M2. 751 mg davon wur- 
dcn zunachst an 23 g .41,03 chroniatographiert (vgl. Tab. 1 2 ) .  

Die n. u. ML der Fr. 10-14 enthielt schatzungsweise noch ca. 20 mg h I 1  sowie ca. 0,7 mg R 
und 0,4 mg L. 

1)ie Kristallc aus l'r. 6-7 und 8-14 (total 69,G g) gabcn aus An-Ae 24,9 mg reines M1. 
Dic 503 mg ML dcr Fr. 5-9 von Tab. 12 wurden zunachst nochmals an 25 g X1,0, chromato- 

graphiert. Keine Fraktion war einheitlich, alle zeigten die Flecke R, L und M l .  Von dem UV.- 

51) Bei diesem Gewicht muss ein Wagefehler vorliegen, der nicht mehr korrigiert werden 

6 6 )  Gemisch gleicher Teile Chf, Me und Athylacetat. 

~~ 

konnte. \veil das Material nicht mehr vorhandcn war. 

I57 
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Tabelle 8. Chromatogr. Trennung der 2. Portion (Fr.  7-4 ztnd 9-72 von Tab. 6,  total 15,786 g) 
an 450 g Al,O,. Isolierung von AT2 

0-11 
12 

13 

;rak- 
:ions 
Nr. 

Eluiermittel 
je 1000 ml 

,. 
,, 

C'hf-Me-(%: 2 )  

16 
.7-18 

19 
20 

,, ,, ,, 
,, ,, -(9:1) 
I ,  I ,  , I  

Gemisch 55)  

Uenge 
n mg 

73  
34 

101 
65 1 

4.501 
2331 

3144 
818 

1013 

420 

223 

110 
218 

23 
24 

- 

- 

rob 

Flecke 
im Tchr 

UV. negativ 

I<(L)Ml,M2 
K(T.)Ml,M2 

M2, T 
M2, T 

MZ,T,A,B,C, 
MZ,T,A,B,C, 

, ( A ) ,  8 C' 

Eindampfriickstand 

Kristalle aus An-Ae 

Smp. 

- 

200-232" 
217-220" 
213-218" 

191 -197" 
191 197" 

188-1 97" 

194-199" 

~ 

- 

- 

~ 

Flecke 
im Pchr 

- 
M1, M2 
M2 

312, T 
(M2) T 

X?, T, €3, C 

M2, T, I3, C 

Endprodukte 
oder weitere 
Verarbeitung 

vermutl. Sterine 
usw. n. 11. 

Krist. +ML 
= Gruppe 1 
5262 g krist. BI2 
Endpr.; ML (2.01 g 
s4) zu Tab. 10 
Krist. + MI, zu T.11 
Krist. = Gruppe 2 
ML zu Tab. 10 
Krist. n. u. 
ML zu Tab. 9 
Kristalle verloren 
ML zu Tab. 9 
Krist. zu Tab. 10 
ML zu Tab. 9 

zu Tab. 9 

zu Gruppe 5 

Tnbelle 9. Chromatographic von 1,231 g Gemisch (MZ. 7', .I, B ,  C, D )  an 40 g A1,0,  

Frak- 
tions- 
Xr . 

- 
1 

2-3 
4 

5 -6 
7-8 

9 

10 12 

13-14 
15-17 - 

Eluiermittel 
je 130 ml 

C'hf-Mc-(99.5: 0,5) 

.. ,. -(97:3) 
, *  .. -(95:5) 

- 
dcngc 
n mg 

37 
630 

88 
105 
105 

40 

131 

25 
23 

- 

- 

roll 

Flecke 
im Pchr 

UV. ncg. 

(? 2). T. 
A, 13, c 

Eindampfriickstand 

odcr meitere 

n. u. 
202-214" 312, T 823 mg Krist. 
188-2OO" }u. MI- zu Tab. 10 
185-19G" BZ2,T(B) 
182 18G" >12,T(B) lo3 mg k'rist. 

= Gruppc 3 
168 176" 'I' (B) 160 mg MI, I = Gruppe 4 
149 153' (R.32) (T) 

.\, I3 
~ - 
._ _. }zu Gruppe 5 

positiven Material (473 mg) wurdcn 468 mg durch \-crteilungschromatographie (vgl. Tab. 13) 
getrennt. Hierzu cliente eine Saule Xr. 147), die mit einer Mischung von 125 g gcreinigtema') 
Kieselgur (Hyflo-Super-Cel) und 125 ml Pgl-W-(4: 1) in Rc suspendiert gefullt war. Laufge- 
schwindigkeit ca. 6,25 nil pro Std. I)ie erhaltenen Fraktionen (je 30 ml mit autornatischem 
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Tabelle 10. Chromatographie von 5,516 g Gemisch a n  170 g A41,0,, Isolierung von ? M I  atnd ,112 

Frak- 
tions- 
Nr, 

Eluiermittel 
je 600 ml 

1--4 
5-7 
8 10 

11 
12-14 
15-25 
26-31 

__ 
Mengc 
n mg - 

0 
76 

330 
%4 

136,4 
!304 
955 
70 

41 1 
41 9 
276 

~~ 

Re 
J<e-C'hf-(9: 1) 
,, . I  ,, 
,. , I  ,1 

,, ,, -(8:2) 
,, ,, -(7:3) 
,, ,, -(3:2) 

roh 

1;lecke 
im I'chr 

~ 

UV. negativ 
M1 
Ml ,  M2 
M1, M2 
M2 
M2 

M2, T 
M2, T 

M2 (T) 

(M2) T 
Total 4925 

Smp. 

242-246' 

2 19-223' 

Eindampfriickstand 

Kristalle aus An-Ae Endprodukte 
Flecke oder weitere 

im pchr Vcrarbeitung - -  I 
Ml 

M2 

n. u. 

Endpr.; MI, n.u. 
144,s mg 
n. u. 
Endpr.; M L  
(719 mg) n. 11. 

900 mg 
n.  11. 

Chrom. Tab. 11 

Frak- 
tions- 

Nr. 

- 
1 4  
5-8 
9-12 

13-14 
15-16 
17-24 

25 
26 -30 

31 
32-41 

- 

Tabelle 11. Chromatographie von 276 mg Fr. 38-43 von Tab. 70 aiz 17 g .4Z203, 
Isolierung von T 

Eluiermittel 
jc 30 ml 

cl- 

Eindampfriickstand 

roh I Kristalle aus An-Ae 

Flecke Meng 
im Pchr in mg 

Flecke 
im Pchr 

212-217'I M2, T 

202-214" T 

Endprodukte 
oder weitere 
Vcrarbeitung 

nicht getrennt 

Endpr. 
ML n . u .  

Mikro-acctyl ier. 
nicht getrennt 

Sammler aufgefangen) wurdcn cinzeln im Vakuum eingedampft, dcr Ruckstand zur Entfernung 
von Pgl in ca. 6 ml Chf gelijst und zweimal init je 5 ml 10-proz. KHCO,, rinmxl mit 3 ml W ge- 
waschcn, iiber Na,SO, getrocknet, eingcdampft uncl gewogen. 

Die n. u. Anteile diirften noch ca. 30 mg M I  cnthalten haben. 
Die Fr .  5-12 (zusammen 95,3 mg) wurden auf insgesamt 30 k ' a p i e r b l ~ t t ~ r n ~ ~ )  im System 

Cyclohexan-Be-(5 : 7)/Fmd getrennt. Die H a t t e r  wurden herausgenommen, knapp bevor die 
Front den unteren Rand erreicht hatte. Erhalten wurden: 58.1 mg rohes, von Fmd befreites 
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65.2 

16,7 
33.0 
27.8 
16.1 
1,s 
5.3 

210 

Tabclle 12. Chromatographic uoiz 751 mf Grzippr 7 an 23 g ~-112(1:, 

U\-, ncgativ 

C\-. negativ 

R (L)  
R (I.) 
R, T. 

SbC'l, ,, 

311 

1 3  
4 
7 

f l  

I 

b 0 
0 12 
3 14 

15 
f l - 1  8 

,, , 

Frak-  
tiuns- 

S r .  

1 4  

3 

(1 7 
8 CJ 

10 12  
13 15 
16 25 
20-49 

.SO 59 
60-70 

Eindampfriickstand 

roh 

13,L 
4.3 

2 0 
259 
104,s 
193,6 

28,7 
? 
1,2 
7 

Smp. 

200-220" 
220-234" 
208 232" 
215-236" 
223-236" 
225-238" 

~ 

~ 

Flecke 
im Pchr 

Endproclukt 
oder \\ eitcre 
\-erxrbeit ling 

n. 11. 

n .  1 1 .  

Krist. ~ &I2 und 
h'll = Endprod.s7) 
hfl. (503 m g )  zur 
Verteil. Tab. 13 
Krist. M l  = End- 
produkt. : hll. n. u. 
n. 1 1 .  

11. 11. 

El  uiermittel 
je 30 m158) 

Eindampfriickstand von Pgl befreit 

roh 

blenge l'lecke 
n mg im Pchr 

l 5 , O  
1.5 

Flecke 
im Pchr 

Smp. 

lindprodukt 
oder weitere 
\-erarbeitung 

zusammen 95,3 mg 
Prap. Pchl- 

n. 11. 
n. 11. 

Krist. hI1 = End- 
produkt. MI. n. u.  
n. u. 
11. I I .  

lClua t jy)  d r r  R-Zone unci lo,<> mg rohes, von Fmd bcfrritcs E l i ~ a t ~ ~ )  der L-Zone. 1)as L-Eluat 
wurrlc; nicht weiter gereinijit. Es war papierchromatographisch cinhcitlich. 

Die 5X.1 mji Kluatr  dcr R-Zone wurdcn an 2 fi i\l20, chrnmatographicrt. I)ic mit Re-Chf- 
(06:4) cluirrtcn .2nLcile (41,9 m g )  gaben ails AwAc 2 mji Kesibufojienin in farblosen klcinen 
I<lijtzen mit I)oppel-Smp. 120-130/200-218'. I)ie ML dienten zur Acetylierung. 

Trennung von Gruppe 2: Isolierung von T. - -11s Gruppe 2 wurrlrn die 315 m g  
Kristallc RUS Fr.  12 voii Tal). 3 hezeichnet. die nebcn wcnig 312 vorwiegend T enthicltcn. llieses 
.\laterial wurdc an 10 g AI,O, chromato~raphiert  (vgl. Tab. 14). 

In diescm Rlatrrial sind rlemnach schiitzungsweisr total  100 ~ n g  Marinobufagin (h12) und 
100 mg 'I'clocinol~ufiigin (T) rnthaltrn gr~vcscn. 

~ ~~~ 

j7) 1)icsc ICristallc von M l  enthieltcn noch cine Spur M 2 ,  
5L() hlit FJglL\V-(l :4) fast gesattigt. 
5R) \'on limd bcfr-eit clurch Aufnalimc in ('hf und Ausschiitteln mit 10-proz. I<HCO,-LBsung 

und \\:, Trocknen iibet- iVa,SO, und Eintlampfen im Vakuunn. 
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Tabclle 14. Chronialogvaphie von 315 ?ng Krislallei~ (kits Fr .  1.2 (Tab. 3).  Isolierzrng von T 

2501 

Eluiermittel 
je 30 ml 

Frak- 
tions- 

4-5 
6 -7 
8-9 
10-1 1 

~~ 

Be-('hf-(l:l) 
8 ,  I I  3 ,  

,, ,, - ( I  :4) 
('hf 
Chf-31e-(9.5:5) 

258 M2, T 
26 (M2), T 
24 T 

Spur 
,, 

Eindampfriickstand I 

201-209" 
._ 

Mengc 
in mg 

T Endpr. 

191 
17 
18 
- 
- 

Trennung der Gruppe 3. -- X I S  Gruppe 3 wurdcn die 103 m g  Iiristallc cler Fr. 7-12 von 
Tab. 9 bezcichnet. Sir cnthielten vorwiegend M, T, .A und 131 und wurtlen zunachst in 2 Por- 
tioncn init Reagens T gctrennt. 

Trennung der ersfen Portion. 57 mg Kristalle aus Fr. i-9 von Tab. 9 wurden in 1 ml M e  ge- 
liist, rnit 55 mg rcinstem Reagens T31) uncl 0,2 in1 AcOH versetzt und 24 Std. stehcngclassen. 
Dann wurtle hci - 5' niit 959c dcr zur Ncutralisation dcs Eisessigs notigen Mcnge NaOH in 13s- 
wasscr \-ersetzt und bei -5' drcimal rnit j e  5 ml Chf ausgeschiittclt. Die mit \V und KHC0,- 
Losung gewaschrncn und uber Ka,SO, gctrockneten ;\usziige liefcrten 45,s mg aldshydfreics 
RIatcrial (I'chr: b12. T, B l ) .  Die wasserige Phase und das crste LVaschwasser wurdcn im Vakuum 
von Mc hcfrcit, rnit konz. HC,l auf p H  = 1 gebracht, mit 20 ml Chf vcrsetzt und 5 Tage auf cler 
Maschine gcschuttelt. Hann \nvurde das Chf abgetrennt, dic wasserige Phase erneut rnit 20 ml 
frischcm Chf versetzt untl wiederum 5 Tage auf tler Maschine geschiittelt. IXcsc Behandlung 
wurde w c h  zweimal wicclcrholt. Die vereinigtcn Chf-Losungen wurdcn mit W untl KHCO,,- 
Losung gewaschcn, uber Sa,SO, getrocknet und cingedampft. Sit, lieferten 3.6 nig .4ldehyd- 
fraktion. 

Tvennung dcr m c i l c n  Povtion. Die 40,s mg Kristalle aus Fr. l G 1 1  von Tab. 9 wurden grnan 
glcich bchandelt und gaben 14'5 mg aldehytlfreies Material sowic 6 nig ..\ldehydfraktion. 

Verarbeitung dev .41dehydfraktionen: Isolierung von Hellebrigenin ( A ) .  Die Aldehydfraktionen 
aus beiden Portionen worden vcreinigt (9,s mg). Dieses hlaterial zeigtc im Pchr den A-Fleck und 
gab a m  .An-& 4,8 mg krist. Hcllcbrigenin in farblosen Kornern vom Smp. 150-155". 

Vevarbeilung der a.ldehydjrcien Teak: Isolierung VOR B I .  Die aldehydfreien Antcile aus beiden 
Portionen wurdcn vereinigt (60,3 mg) und an 2 g Also3 chromatographiert (vgl. Tab. 15). 

Wir schatzen, dass die n.  u .  Fr. 14-16 noch ca. 7 mg T und ca. 3 riig B1 enthaltcn haben. 
Die ML der Fr. 15-21 (9,i mg), die Fr. 22-27 (ca. 1.5 mg) sowie dic zweite Kristall-ML cler 

Fr. 17-21 wurtlen acetyliert (vgl. bci Jamaicobufagin). 
Trennung der Gruppe 4: Versuch zur Isolierung weiterer Mengen yon B1. - Xls 

Gruppe 4 wurden die 160 mg ML der Fr. 7-12 von Tab. 9 bezeichnct. Sie gabcn im I'chr clic 
Flecke hf2. T und El .  Dieses Material wurde auf 40 P a p i e r b ~ g e n ~ ~ )  im Systcm Chf/Fmcl praparativ 
gctrcnnt. Lauftlauer 3 Std. Die untersuchten Eluate wurden wie oben (vgl. Gruppe 1) von Fmd 
hefreit. Die M2- und T-%onen wurden n. u .  (dicses hlaterial rliirfte ca. 40 mg MI2 und 40 nig T 
cnthalten haben). Die B1-Zoncn wurdcn geteilt in cine obere Halfte (etwas starker polares 
Material) und in eine untcre Halfte (etwas wenigcr polares Material). Die obere liefertc 303 mg 
rohes Eluat (von Fmd bcfrcit) und die untere 54 mg analogcs Eluat. Reirle zcigtcn im I-'chr aber 
denselben I3 1-Fleck niit cntsprechendcr SbCl,-Farbung. 

Die 30,5 ing Eluat aus dcr oberen Halfte aurden an 1'2 g Silicagel chromatographiert. Die 
folgcnden mit Chf-hle-Gemischcn vom angegebenen Gchalt erhaltenen Eluate (%:4) (43 mg), 
(94:6) (6,5 mg) und (9O:lO) (7,2 mg), total somit 18,2 rng, zeigen im Pchr alle den Rl-Fleck, 
lieferten abcr keine Kristalle. 

Das Eluat aus der unteren Halftc (54 mg) wurde an 1,5 g .ll,O, chromatographiert. I)ic mit 
Chf eluierten Anteile (10,h nix) zeigten im Pchr ebenfalls nur den B1-Fleck und gabcn bisher 
keinc Kristallc. 
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Tabelle l.5. Chromatographic C O I L  60,3 m g  aldehyd/frcien .¶nteileiz von Grztppe 3 an 2 g .41,0, 

0 
1 
6,O 
8,3 
H 
2 , j  

11.1 

1 
0,s 
0,5 
O S  
0.5 
0 .5  

Frak- 
tions- 

Nr. 

1-4 
5-7 
8.4 

10 13 
14 

15 16 
17-21 

22-23 
24-27 
28-30 
31-32 
33-34 
3.5-36 - 

(T) I31 

Vrak- 
tions- 

Nr. 

1-5 
6 -8 
9 

10-11 
12-15 
16-18 
19-22 
23 25 
2G 31 
33 34 
35-38 
3 0  41 
42-46 
47-so 
.51 .i4 
S.i-.i7 

Eluiermittel 
je 5 ml 

Eindampfriickstand 

Kengi 
in mg 

Kristalle aus An-Ae Endprodukt 

1,6 

Smp. 

190-204" 
202-207" 
194- 108' 
170 185' 
162-170" 

M' 1) zu Tab. 10 
iM, T 

ziir hcetylierung 

n. 11. 

l'nbelle 16. Lhroiiinfogrnpkie voki 123 mg Gracfipc 5 LOZ G,7 g SiU, 

Eluicrmittel 
je 1.5 ml 

Be-Chi-( 1 : 4) 
ChI 

Chf-Me (99: 1) 
.> ,, ., 
,, , I  -(98:2) 
I ,  , I  I ,  

1 %  ,I ,, 
,, ,, -(97:3) 

, .  ,, -(95:5) 
,, ,. -(92:8) 
,, ,, -(RS:lJ) 
I *  ,,-(1:1) 

I >  I ,  ,, 

roh ___- 
Flcckc 

im Pchr 

r\-. ncgativ 

312, s 
1- 
S, T 
T 
-1, u.? 
I, n2, C 

I32, c, 1) 
€32, c,  1) 
c (1)) 
D 
1 )  

Eindampfruckstand 

Tcristalle ails An-,+ 

Smp. 

212 220' 

130 1.5.5' 
xo 120' 

13% 160' 
1461.5.5' 

Flecke 
in1 Pchr 

M2 

T 

Endprodukt 
odcr wcitere 
T'erarbeitung 

Endpr. 
n. u. 
Endpr. 
n. u. 
Endpr. 
Krist. +MI, 
total 41 mg 
getrennt mit 
Reagens T 

Lndpr. 
Endpr. 

-- 
llic hciclcn chroniatographiscii gercinigten Eluate wiirden vereinigt (28,s mg) in An geliist 

und durch eiiie diinne Schicht Kohle filtriert. Das klarc farblosc Filtrat gab beim Eindampfen 
19 nig Jamaicobulagin als larbloscs Harz. 

Trennung der Gruppe 5: Isolierung von B2, C, N und D. - - Als Gruppc 5 bezrichnen 
wir die vereiiiigtrn Fr. 31-36 VOII Tali. 5, Fr. 10-20 von Tab. X und Fr .  13-17 von Tab. 9. 
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lhcses Material (123 nig) zeigte im Pchr besonders die l+xke (A),  €32, C ucid U, enthiclt aber 
noch M2 und T80). Es wurdc an 6,2 g Silicagel chromatographicrt (vgl. Tab. 16). 

Die n. u. Fr. 10-11 enthielten schatzungsweise 5 mg M2, 2,5 m g  X und 2 mg T. 
Die Fr. 42-50 konnten nicht kristallisiert wcrclen, sic stellen das bisher hcstc Praparat von 

Subst. D dar. 
Die Fr. 2 3 4 1  von Tah. 16 (Kristalle und ML zusammen 41 mg) wurden genau wie bei Gruppe 

3 beschriehen mit 55 mg Rcagens T umgesetzt. Die Aufarbeitung lieferte 36 mg aldehydfreie 
XnteileG1), die im Pchr nur noch die Flecke B2 und C gaben. Sic wurden auf 12 Papierblattern 
(WHATMAN Nr. 1) im System Chf/Fmd (Dauer 3l/ ,  Std.) praparativ getrennt. Die untersuchtcn 
Eluate wurden wie bei Gruppe I von Fmd befreit. Erhalten wmrden 7.9 mg Eluat der B2-Zoncn 
nnd 7 mg Eluat der C-Zone. 

Die 7,9 mg B2-Eluat gaben aus An-Ae 1.8 mg krist. Hellebrigenol (= H2) in farblosen Kor- 
ncrn vom Smp. 144-150". Die ML (6.1 mg) wurde an 0,4 g X1,0, chromatographiert. Die rnit 
Chf-Mc-(99 : 1). -(98 : 2) und -(97 : 3) cluierten Anteile (2.4 nig farbloses Harz) zeigten im Pchr nur 
drn B2-Flcck und rnit SbCI, die rntsprechende Farbung. 

Die 7 mg C-Eluat wurden an 0.4 g A1,0, chromatogaphicrt. 1)ic mit Chf-Rle-(99: 1) und 
-(98:2) eluierbaren hntcile (4.6 m g  farhloscs Harz) gaben im Pchr nur den C-Fleck und die entspr. 
Farbung. 4,3 mg diescs amorphen Materials dienten zur Acetylierung (s. u .). 

Beschreibung und Identifizierung der aus Probe a) isolierten Stoffe. - I1 = Resibulo- 
qcnin. Die 2 mg Kristalle (vgl. Gruppe 1) waren nach Pchr und Farhung mit SbCI, identisch 
init authentischem Material. 

3-0-Acetyl-Devivat vonR. 37,5 nig amorphe ML der ohigen Kristalle wurden rnit 0,4 ml abs. Py 
und 0.35 ml (Ac),O 24 Std. auf 37" erwarmt. Ublichc Aufarbeitung gab 38.4 mg neutrales Roh- 
produkt. Aus An-Ae 28,6 mg farblose Plattchen, Smp. 223--234'. Sach Umkristallisieren Smp. 
ehenso, [a]g = - 1,s" f 2" (c = 1.1 in Chf). Sach Mischprobe und Pchr (n-Heptan-Be-(g:l)/ 
Fmd) identisch rnit authentischem Material. 

Subs f .  I.. Das aus Fr. 5-12 \-oil T a b  13 nur in sehr kleiner 3Ienge isolierte amorphe Praparat 
gab mit 84-prOZ. sowie konz. H,SO, cine gelhbraune Farhung, dic 24 Std. bestehen blieb. Lauf- 
strecke im Pchr vgl. Fig. 1. 

0-Acetyl-Derivat von L .  1 mg amorphe Subst. L wurde rnit 0,15 1111 abs. l'y und 0.1 ml (Ac),O 
16 Std. auf 37" erwarmt. 1)ann aurde im Vakuum eingedampft und getrocknet. Der Ruckstand 
dientc zur Pchr (Fig. 8) .  

M ?  = Bufalin. Das aus Pr. 2 6 4 9  von Tab. 1 3  erhaltene Priiparat gah aus .\n-Xe farblose 
vierkantigc Prismen, Smp. 230°/242-248", [a]? = -6,7" & 2' (c = 1 ,2  in Chf). ?\Tach Misch- 
probe und Pchr (Be-Chf-(9: l)/l:md) identisch mit authcntischem Material. 

3-0-Acety-Derivat von ]If 7.22,-5 mg krist. M l  gaben nach Acetylierung 24.1 in:: neutrales Roh- 
produkt. hus An-Ae 16.6 m g  farhlosc Plattchen, Smp. 236-247". [zjff = -6.0'- i 2" (c = 1 in 
Chi), auch nach Mischprohe idcntisch rnit authentischem Material. 

M 2  = Marinohufagzn. A u s  An-.\e, farblose viercckige I'lattchen. Smp. 21.5- 220 , z j  24 = 

+ 10,2" & 2" (c = 1,17 in Chf). 
3-0-Acetyl-Devivat lion M 2 .  .iO m g  krist. R12 gaben 53,s mg rohcs .icetat. .\us An-Ae 47 mg 

farblose Nadeln, Smp. 200-220', ~ ~13 = + 24,9" 2' (c = 1 in Chf) .  1 )ie Mischprobe rnit authen- 
tischem Material schmolz gleich. 

N=Argenlinogenzn. Dieser aus Fr. 12-15 von Tab. 11 nur in kleiner Mcnge und in amorpher 
Form isolierte Stoff war nach Pchr und Farbung rnit SbCI, rnit authentischcm Material iden- 
tisch. Er gab mit FeCI, eine graublaue Farbung. 

3-0-Acetyl-Derizlat von AT. 0,s mg wurde wie iiblich acetyliert. Das Kohprodukt war nach 
I'chr (Fig. 8) und Farhreaktionen (Tab. 1 und 3) idcntisch xnit authentischcm (amovhem) 
.\laterial. 

1' = Telocinobufagin. .\us I n - h e  farblose Prismen, Srnp. 201G208'. ;xjji" = +5,5' f 2" 
(c = 1,4 in Chf). Nach Mischprohe und Pchr idcntisch rnit authcntischem Waterial 

e'J) Der N-Fleck konnte erst nach praparativer Aureicherung durch Chromatographie an 

01) Auf die Isolierung des Hellcbrigenins (- .\) wurde verzichtet. 
50, entdeckt werden. 
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~1~ono-O-acrf~'l-L)rri.l.af t v i t  T. 19,5 mg T liefcrtcn 22 mg rohes Acetat. .\us .\n-Xe 1.5 mg Iarb- 
losc unrcgelmassige Klotzchen, Snip. 246-263", nach TJmkristallisieren 266-272", [a];: = + 20,4 
-!L: 3 ' (c = 0.74 in Chf). llic Mischprobc rnit authentischcni Material schmolz gleich. 

A = Hcllebrigenin = Bufolalidi?z. I)ie 4.8 ing Kristallr (aus Gruppe 3) gaben aus An-.\? 
farblosc Kliitzc, Smp. 150-155 '. S a c h  Mischprobe, ILhr und 1R.-Spektren (fest in Paraffinol) 
idcntisch mit authcntischem Naterial. 

Suhsf .  I3  1 = ,Jawtaicohzlfagin. Dicser Stoff konnte rnit keineni bckanntcn Rufogenin 
idcntifiziert werclcn. Aus An-Ae konntcn langsam klcinc farblose Korner erhaltcn wcrden, Smp. 
164-173 '. 1)as ~.jnikristallisiereii war schr verlustrcich. T:V.-Spektren des amorphen Praparates 
vgl. Theorct. Ti~il, Farbreaktioncn dcr Kristalle (Tab. I und 3)  daselbst. 

O-Ar~lvl~jnniuico6ujafi in.  14,s m g  aniorphes (nach I'chr cinhritliches) I31 wurden init 0,2 ml 
a h .  P y  und 0,15 ml (AC)~O 29 Stcl. auf 37' erwarmt. I l k  iibliche hufarbeitung gab 14,G mg 
ncutralcs Rohprotlukt. .\us Xn-Xc 6,7 mg farblose diinne Xadcln, Smp. 181-186"/210-218". Nach 

An-Ac Smp. 162-178", [a]g = + 52,7.' & 4' (c z 0.6 in Chf). 1JV.- und 
coret. Teil. Laufstrccke ini l'chr vgl. Fig. 8 .  0,3 mg krist. Jamaicobufagin 

wurden rbcnfalls acctyliert. 1)as Hcaktionsprodukt war nach l'chr einheitlich und irlcntisch mit 
tlern krist. .\cctylierunjisprodukt dcs amorphen PrBparats. 

112 = HslZe6vigenol. Die 1,s mg (aus Gruppe 5) erhaltencn Kristalle ( larblose Korner) zeigten 
Smp. 145-1 51'. Sach Mischprobc (145-155"/249-2.51") und Pchr identisch mit  authcntischcm 
Material, insbcsontlerc waren auch die mit ShCI, erhaltcncn Farbungen gleich. Die 1R.-Spektren 
(fcst in KT3r) waren bis auf ganz klcinc lntensitatsunterschicdc identisch. 

.4c~ly lzerung ?!OH 7?4. 0,5 in:: tlcr obigen Kristalle wurdcn acctyliert. Das erhaltcnc Proclukt 
zeigte im l'chr (Fig. 8) tliesrlhc LauIstrecke (Kf = 0,34) und dirselhc liarbung wie authentisches 
1)i-O-acetyl-hcllehrigenol . 

C = Gamabaifotulin. Dieser Stoff wurde aus tlem Sekret \-on Bulo mavinus nur in schr klcincr 
Menge (4.6 mg aus Gruppe 5) in amorpher. aber papierchromatographisch cinhcitlichcr Form 
erhaltcn. llas Praiparat war nach Pchr (Chf/Fmd) und Farbung rnit SKI ,  mit authcntischem 
Matcrial identisch. 

3 - 0 - . l c r f ~ Z - n ~ u i v l c /  i w z  C. 4,3 nig amorphes PrLparat C wurden mit 0.1 in1 abs. Py und 
0,09 ml (Xc),O 24 Sttl. auf 37" erwarmt. 1 )ie iibliche Aufarbeitung gab 3 mg neutrales Rohprodukt. 
Zweimaliges Kristallisieren a u s  An-Ae gab 0.5 mg farblose Platten, Smp. 215-237". Nach Misch- 
probe und Pchr (Cyclohexan-Re-(1 : l ) /Fmd.  Front nicht abgetropft) identisch mit  authentischem 
L)i-O-acetyl-gama~iufotalin. Auch die 1R.-Spektren (in CH,Cl,) waren bis auf sehr geringe Intcn- 
sitStsuntcrschiede gleich. 

Subst. I ) .  1)as aus Fr. 42-50 von Tab. 16 erhaltenc amorphe Praparat konnte bishcr nur durch 
seine Laufstrcckc im IJchr, seine Farbreaktioncn und sein 1JV.-Spektrum (vgl. Theoret. Teil) 
charakterisicrt wcrtlen. Eine Probe (0,5 ing) wurde rnit Py und acetyliert. Das Rohprodukt 
zcigte im l'chr die in Fig. 8 \virtlcrgegehene Laufstreckc. 

b) Untersuchung der Probe b) 

E'xfuaktioiz dci ,  BtiJopniize (ausgefiihrt Sept. 1057 von Herrn $1. HAUSER). 75 g trockencs 
Sckret wurclen wit> bei RUCKSTUHL & M E Y E R ~ ~ )  beschriehen fein gepulvert, gesieht (Sicb Nr. VII 
der Pharmacopoca Helvetica Y) ,  niit Scesand vermischt und 8 Stcl. mit Chf-Mc-(95: 5) im 
Soxhlct extrahicrt. Gab 1.5 fi blatcrial als gelben Schaum. 1)cr Riickstand wurde im Morscr 
verriehen und nochmals S Std. mit  Chf-RIe-(X: 2) cxtrahicrt, wohei noch l,5 g resulticrten. Beide 
Teilc zeigten im Pchr dieselhen Flcckc und wurden vereinigt (16,5 g). 

Chvonrntop~cplr i~ an  - J 1 2 0 3  (ausgefiihrt von Herrn E. HAUSER). Die HBlfte (X ,Z j  g) dcs obigen 
Materials wurdo an 00 K .A 1 2 0 : 1  chromatographiert (300 ml Lijsungsmittel per Fraktion). 

Die Fr.  1 20 (5,s g, vluiert mit I3c-Chf-Gemischen von 3-700,;, Chf-Gehalt) fiaben a u s  An-.lr 
5 g Marinobufagin vom Snip. 210--.223". 1)ic RIL (0,s g) wurden n.  u. 

Die Pr.  2L.23 (0,60 8, eluiert mit Chf) gaben aus An-Ae 0,583 g Tclocinohufagin voin Smp.  
107-205 '. 

Die Fr. 24-31 (eluiert mit Chf sowie Chf-Xe-Gemischcn bis zu 5s" Me-Gehalt) gaben Gemische. 
1-cdiglich aus Fr. 32 licsscn sich ails An-.%c 20 mg Hellehrigenin in zu Drusen vcreinigten I'rismen 
\.om S m p  1 .i3 /227 --232 ' isolirrcn. 
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Die weiteren init Chi-Me-Gemischen uncl mit reinem Sie thierten .intcilc (0,l g amorphc~s 
Material) cnthielten keine Bufogenine mehr; n. u. 

Dic zwcitc Halftc dcs rohen Extraktes wurdc genau gleich an Xl,O, chromatographicrt. Tns- 
gcsamt wurdcn crhaltcn: 10,021 g Marinobulagin, 1,652 g M I .  clcs Marinobufagins (n. u.),  1,116 g 
Telocinobufagin, 0,043 g Hellebrigenin und 0,750 g Mischfraktionen; Total 13,582 g. 

lXe 750 mg Mischfraktionen wurden crncut an 30 g A I 2 0 ,  chromatographisch in 43 Frdk- 
tionen aufgetcilt (100 ml Losungsmittel pro Fraktion). worauf sich noch 240 mg Marinobufagin, 
100 mg Telocinobufagin und 13 mg Hellebrigenin (aus Fr. 40) in Kristallrn isolicren licsscn. 1)ir 
Fr. 33-39 wurden vereinigt (85 mg). ebenso die Fr. 41-43 (100 mg). 

80 mg der vereinigten Fr. 33-39 wurclcn auf 8 Papierhliittern (\VHI\TMAN Nr. 1, 18 ~ 4 6  cin) 
im System &-Chf-(6:4)/limd getrennt. Laufdauer 24 Std. Dieses Material hatte im I'chr 4 Fleckr 
gezeigt, entspr. T, A, I J  und B1. Die Zonen, die den drci lctztgcnannten entsprachen, wurtlen 
eluiert (T war bereits abgetropft). 

IXc A-Zoncn liefcrtcn 10 mg rohes Eluat. Nach Filtration durch Silicagel (in Chf) aus An-Ar 
6 m g  krist. Hellebrigenin in farblosen zu Drusen vereinigten Prismen, Smp. 147-160"/220". 

I)ie U-Zone11 lieferten 12  mg rohes Eluat, aus dem sich bisher keine Kristalle isolieren liessen. 
Die B1-Zonen liefcrten 14 mg rohcs Eluat. Nach Reinigung an SO, ,  aus An-Ae sehr langsam 

S mg kis t .  Jamaicobufagin in farblosen, feinen, zu Drusen vereinigten, Prismen 1)oppelsmp. 167 
his 169"/210-220" (Zcrs.). 

]>as Material der Fr. 41-43 (100 mg) gab im Pchr vor allcm dic Flcckc .?r und R2, dancbcn 
noch schwach U und R1.80 mg davon wurden wie obcn auf 8 Papicrblattcrn praparativ gctrcnnt. 
Es wurden nur die B2-Zonen ausgeschnitten. Die Kontrolle mit cincm schmalcn Strcifcn dicser 
Zone zeigte, class nur die untere Halfte beim Entwickeln mit SbCl, cine Rraunfarbung gab. Dic 
Zone enthielt demnach noch eine andere Substanz. Insgesamt gaben die BP-Zonen 18 mg amor- 
phcs Eluat. Da es nicht kristallisiert werdcn konntc, wurde es mit 0,2 ml abs. Py und 0,2 ml 
(Ac),O 15 Std. auf 35" erwarmt. Nach Eindampfcn im Vakuum wurdc an 0,45 g Alto, chroma- 
tographiert. Fr. 7 (eluicrt mit Be-Chf-(I :1) gab aus An-Pc 2 mg J)i-O-acet~l-hcllcbrigcnol in farh- 
losen langen Prismen, Smp. 178-181". 

Beschreibung und Identifizierung der aus Probe b) isolierten Stoffe. - Mavinobzijugin.  
nach Mischprobe und Pchr mit authentischem Material identisch. 

Telocinobufagin, nach Mischprobe und Pchr rnit authentischem Material identisch. 
l fel lebuigenin.  Die 56 mg Rohkristalle gaben aus An-Ae 36 mg farhlose, zu Drusen vereinigtc 

Prismen, Smp. 147-160"/220-225". 
0-Acetyl-hellebvigenin. Die ML dcr obigcn Kristallc wurdcn mit 0,3 ml (Ac),O und 0,3 ml 

abs. Py 24 Std. auf 35" crwarmt. Die iiblichc Aufarbcitung und Kristallisation aus An-Ac gah 
wcnig farblosc Rlattchcn, Smp. 239-242" (Zcrs.), nach Pchr cinhcitlich und idcntisch rnit authcn- 
tischem Material ; auch die Mischprobe schmolz ohne Depression. 

Jumuicobufugin. Die 8 mg rohe Kristalle gaben nach zweimaligem Kristallisiercn aus An-Xe 
2 mg zu Drusen vereinigte Prismen, Smp. 217-220" (Zers.). Nach Pchr identisch rnit dcm Praparat 
aus Probe a). 

Di-0-rrcet~il-hellcbui~enol, nach Mischprobe und Pchr iclentisch mit anthcntischem Material. 

Zusammen f assung 
Die Isolierung von 12 Bufogeninen aus dem Sekret von Bufomarinus (L.) 

SCHNEIDER wird bcschricben. Davon sind 8 kristallisicrt oder als krist. 0-Acctyl- 
Dcrivat charakterisiert. Die 4 wciteren sind in amorpher, aber papierchromato- 
graphisch reiner Form gewonnen worden. 7 der kristallisierten und ein amorphes 
Genin konnten mit bekannten Bufogeninen identifiziert werden. Ein weiteres kri- 
stallisiertes (als Jamaicobufagin bezeichnetes) sowie 3 amorphe Genine (L, U und D) 
waren vermutlich neue Stoffe. Das nur in sehr kleiner Menge isolierte Argentinogenin 
konnte bci dcr wiederholten Chromatographie an A1,0, aus Arcnobufagin entstanden 
sein, das aber von uns in Bufo marinus nicht nachgewiesen wurde. 
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