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Blattchen vom Smp. 82-83°, in Methanol und Athanol gut, in Aceton und Chloroform ziemlich
gut 16slich.
C; H;N,BrS Ber. C 46,65 H 3,92 N 9,899, Gef. C 4692 H 3,77 N 9,539,
2-Methylaminomethyl-d-p-methoxyphenyl-thiazol (XId). 1 g Xd wird mit 15 ml Athanol und
0,5 ml konz. HCl 2 Std. unter Riickfluss gehalten. Nach 2maligem Umkristallisieren aus Athanol
erhilt man 700 mg XId-Hydrochlorid vom Smp. 207-211°, Die Mutterlange wird auf die Halfte
eingedampft und ergibt noch weitere 200 mg. Gesamtausbeute 91,39,.

CoH ;ON,CIS  Ber. C1 13,09 S 11,84%  Gef. C1 13,10 S 11,64%
300 mg des Hydrochlorids werden mit 1 ml 2x NaOH bei 60° digeriert. Nach 48-stdg. Stehen

bei 0° kristallisiert die freie Base (210 mg = 80,59%,) aus. Aus Methanol-Wasser (1:1) Smp. 40-41°,
gut lgslich in Methanol, Athanol und Aceton, heissem Dioxan und Wasser.

CH;,ON,S Ber. N 11,96 S 13,689, Gef. N 11,96 S 13,609,
Die Mikroanalysen verdanken wir z. T. dem mikroanalytischen Laboratorium der CIBA

AXKTIENGESELLSCHAFT (Drs. H. GyseL und W. PanoweETzZ), z. T. dem Mikrolabor der Organisch-
chemischen Anstalt (E. THOMMEN).

SUMMARY

For comparison with bipyridyl, a series of compounds with potential metal-
chelating properties, 7.e. having two or four basic groups of partly aromatic, partly
aliphatic character, have been synthesized.

Anstalt fiir Anorganische Chemie der Universitit Basel

90. Die digitaloiden Inhaltsstoffe
von Pentopetia androsaemifolia DECNE?)

Glykoside und Aglykone, 214. Mitteilung?2)
von E.Wyss, Herb. Jiger und O. Schindler
(17. I1. 60)

Pentopetia androsaemifolia DECNE. (Asclepiadaceae) ist eine in Madagaskar hei-
mische Liane, die unter dem Namen T androkosy von den Einheimischen in mancher-
lei Zubereitungen fiir verschiedene Affektionen, unter anderem auch als Diureticum,
verwendet wird. Die Anwesenheit von Glykosiden des Cardenolid-Typus in der
Zweigrinde ist von PERNET und Mitarb.3) nachgewiesen worden, nachdem schon 1943
Boiteau die Herzwirksamkeit von Extrakten der Droge erkannt hatte?). Herr
PERNET®) sandte uns Proben der von ihm erhaltenen Ather-, Chloroform- und Chioro-
form-Athanol-(2:1)-Extrakte. Sie zeigten in Papierchromatogrammen dieselbe Zu-
sammensetzung wie unsere entsprechenden Ausziige. Eine genauere Untersuchung
der Wurzeln der Pflanze hatte FREREJACQUE durchgefiihrt. Esist thm dabei gelungen,

1) Auszug aus der Diss. E. Wyss, Basel 1960.
) 213. Mitteilung: R. BLocH, S. RaNcaswam1i & O. SCHINDLER, Helv. 43, 652 (1960).
) R. PERNET, G. MEVER & C. ANJARD, journal médical de Madagascar 5, 111 (1956).
4} P. BorTEAU, zitiert nach R. PERNET?).
5) Wir danken Herrn R. PERNET bestens fiir die Uberlassung der Extrakte und alle seine
Angaben. '
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zwel krist. Cardenolid-Glykoside zu fassen, die bei der sauren Hydrolyse das gleiche
krist. Genin lieferten. Von allen drei Stoffen sandte er uns Proben®). Auf Grund von
Smp. und Drehung sowie dem Vergleich im Papierchromatogramm handelte es sich
beim Genin um Periplogenin und bei den zwei Glykosiden um Periplocymarin?) und
vermutlich Periplocin?)8). In Ubereinstimmung damit erwies sich der gemeinsarne
Geninteil als Periplogenin.

Fiir die folgenden eigenen Untersuchungen standen uns ca. 4 kg Material, be-
stehend aus Zweigrinde, Blittern und Asten, zur Verfiigung?). Von diesen schmeckten
die Blitter schwach und die Rinde stark bitter, wihrend die diinnen Zweigstiicke
beim Kauen kaum einen bitteren Geschmack hinterliessen. Ausserdem erhielten wir
von Herrn Dr. Pavurian aus Madagaskar!®) 6,6 kg Rindenstiicke sowie zugehorige
Herbarmuster. Die letzteren sandten wir zur Kontrolle der botanischen Bestimmung
an die Royal Botanic Gardens, Kew. Herr BurLock hatte die Freundlichkeit, die
Kontrolle durchzufithren. Er hat die Richtigkeit der Bestimmung der Pflanze als
Pentopetia androsaemifolia DECNE!) bestidtigt.

Fiir die chemische Untersuchung wihlten wir die Zweigrinde, weil sie auf Grund
des stark bitteren Geschmacks den gréssten Gehalt an Glykosiden erwarten liess.

Zur Extraktion der Droge wurde die Methode angewandt, die sich schon zur
Isolierung herzwirksamer Glykoside aus dem Holz von Acokanthera-Arten bewihrt
hat1?). Dabei wurde die zerkleinerte Rinde zuerst mit Wasser gleichmissig durch-
feuchtet und quellen gelassen. Anschliessend wurde mit Alkohol steigender Konzen-
tration bei 60° extrahiert und die eingeengten Extrakte durch Schiitteln mit Pb(OH),
in 50-proz. Athanol nach frither gegebener Vorschrift®) von Siduren, Gerbstoffen
und anderen phenolartigen Substanzen befreit. Aus den gereinigten, wisserig-
alkoholischen Ausziigen wurde bei pH 6 der Alkohol im Vakuum abdestilliert und die
konzentrierte wisserige Losung fraktioniert mit Ather, Chloroform, Chloroform-
Alkohol-(2:1) und, nach Halbsittigung mit Na,SO,, mit Chloroform-Alkohol-(3:2)
ausgeschiittelt3). Dabei wurden die in Tab. 1 angegebenen Ausbeuten an Extrakten
erhalten. In Papierchromatogrammen (vgl. Fig. 1 und Nr. 11 in Fig. 6) liessen sich
darin insgesamt 6 KEDDE-positive4) Stoffe nachweisen. Sie wurden {ebenso wie die
erhaltenen Flecke) zunichst mit den Buchstaben A,, A,, B1%), C, D und E bezeichnet.

8) Nicht publiziert. Wir méchten Herrn Prof. M. FREREJACQUE auch hier fiir diese Proben
bestens danken, vor allem aber auch dafiir, dass er uns die weitere Bearbeitung der Pflanze iiber-
lassen hat.

7) W. A, Jacoes & A. HoFFMANN, J. biol. Chemistry 79, 519 (1928); A. StorL & J. RE~Nz,
Helv. 22, 1193 (1939).

8) Das vermutliche Periplocin zeigte jedoch eine zu tiefe spez. Drehung (4 10,0° statt 22,9°7)),
der Grund ist unsicher.

%) Bezogen Ende 1950 von der Fa. MouLiNiE & CiE., Bordeaux.

16) Wir danken Herrn Dr. R. Pavurian, Institut Scientifique de Madagascar, Tsimbazaza,
Tananarive, auch an dieser Stelle bestens fiir seine Hilfe.

11} Wir mochten der Direktion der Royal Botanic Gardens, Kew, und Herrn A. A. BuLLock
fiir ihre erneute Hilfe bestens danken.

12) P. R. O. Barry, K. Mour & T. RercHsTEIN, Helv. 35, 45 (1952).

13) J.v. Euw, H. HEss, P. SPEISER & T. REICHSTEIN, Helv. 34, 1821 (1951).

14} D. L. KeppE, Diss. Leyden, 1946. Ausfithrungsform nach J. E. Busu & D. A. H. TavLoRr,
Biochem. J. 52, 643 (1952). Diese Farbreaktion ist fiir digitaloide Lactone weitgehend charak-
teristisch.
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Fiir die priparative Trennung des Ather-Extraktes A wurde dieser in 2 Portionen
an Al,O4 chromatographiert und dabei geringe Mengen der Subst. A; und C in krist.
einheitlicher Form gefasst. Das Material, das zundchst nur einen B-Fleck gegeben
hatte, trennte sich bei der Chromatographie an Al,O, in zwei verschiedene Sub-
stanzen auf. Der leichter eluierbare Teil wurde als B, der schwerer eluierbare als B,

Tabelle 1. Ausbeuten und papierchvomatographisch evmittelte Zusammensetzung dev vohen Extrakie
aus 1,7 kg Rinde von Pentopetia androsaemifolia DEcNE

Ausbeuten aus Flecke im
Extrakt 1,8 kg Rinde Rilliltjizi_“) Papier-

ing in © chromatogramm
Ather-A (roh). . . . . . . .. 3,37 0,198 schwach +
Ather (gereinigt)®®) . . . . . . 2,31 0,136 + AL A, B C
Chloroform-A . . . . . . . . 5,1 0,300 - Spuren von B u. C
Chloroform-Alkohol-(2:1)-A . .| 16,2 0,953 + D, E
Chloroform-Alkohol-(3:2) . . . 0,8 0,0473 —

Tabelle 2. Ausbeuten an Eluaten bei dev prip. Papievchvomatographie des Ather-Extrakts A

Lluate in mg
Ausgangs- Ay A, B, B,
material ;
roh | A ALOs - pan ALOL [ fan ALO, roh | A% ALOs
gereinigt gereinigt geremigt gereinigt
A A B, C9Bmg .| 21,2 ( 10,3 25,5 ' 9,1 26,2 8,0 - -
A, B, C80mg . . nicht eluiert 35,5 7,0

bezeichnet. Beide waren aber noch von anderen Stoffen begleitet. Die Gemische
liessen sich auch durch Chromatographie an Silicagel nicht trennen; sie wurden des-
halb durch priaparative Papierchromatographie zerlegt!®). Dabei wurden die in
Tab. 2 angegebenen Ausbeuten erhalten.

Die nach Reinigung an Al,O, erhaltenen KEDDE-positiven Fraktionen wareu
papicrchromatographisch einheitlich, liessen sich jedoch nicht kristallisieren.

Die gleichen Flecke A;, A,, B und C (vgl Fig. 1) wurden erhalten, wenn der
Chloroform-Alkohol-(2:1)-Extrakt A mit einer Glucosidase (Strophanthobiase9)2))
behandelt wurde. Die Fermentierung wurde wihrend 10 Tagen bei 34° durchgefiihrt
und die wisserige Losung (nach Ausfillung des Ferments mit Alkohol und Ent-
fernung des letzteren) fraktioniert mit Chloroform (Chloroform-Extrakt B) und
Chloroform-Alkohol-(2:1) (Chloroform-Alkohol-(2:1)-Extrakt B) ausgeschiittelt. Der

15) Bei der Chromatographie an Al,O, zeigte es sich, dass dieser Fleck von zwei verschiedenen
Substanzen hervorgerufen wird.
18) Gereinigt durch Verteilung zwischen 80-proz. Methanol und Petroliather!?).
17) O. ScuIiNDLER & T. REI1cHSTEIN, Helv. 35, 673 (1952).
18) In der Ausfithrungsform von E. voN Arx & R. NEHER, Helv. 39, 1664 (1956).
19) A, StorL & J. RENz, Enzymologia 7, 362 (1939).
20y J. Scamutz, Pharmac. Acta Helv. 22, 373 (1947).
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letztere Extrakt wurde noch einmal gleich mit Strophanthobiase behandelt und ana-
log aufgearbeitet. Die dabei erhaltenen Extrakte wurden als C-Extrakte bezeichnet.
Uber die erhaltenen Ausbeuten orientiert Tab. 3.

Tabelle 3. Ausbeuten bei dev Fermentievung von 8 g Chlovoform-Alkohol-(2:1)-Extrakt
mit Strophanthobiase?)

Ans Chloroform- KEDDE- Chloroform-Alkohol- KEDDE-
Ansatz 16slicher Teil | Reaktion (2:1)-16slicher Teil Reaktion
8,0 Chf-Alk- 1,75 g (21,9%,) 3,8 g (47,5%)
(2:1)-Extr. A Chf-Extr. B + Chf-Alk-(2:1)-Extr. B +
3,8 g Chi-Alk- 1,29-g (34,0%) 1,88 g (49,5%)
(2:1)-Extr. B Chi-Extr. C * Chf-Alk-(2:1)-Extr. C -

Von den erhaltenen Extrakten wurde nur der Chloroform-Extrakt-B weiter
untersucht, weil er der einzige war, der deutlich positive KEDDE-Reaktion gab. Durch
wiederholte Chromatographie an Al,O4 konnte ein Teil der Subst. A; und A, in reiner,
krist. Form abgetrennt werden.

Aus den verbliebenen Gemischen liessen sich die Subst. A;, B, und C durch
priparative Papierchromatographie trennen und nach Reinigung an ALO, kristalli-
sieren, Die Kristalle aus der B-Zone erwiesen sich dabei als identisch mit Subst. B,
aus dem Ather-Extrakt A. Subst. B; war nicht nachweisbar, obwohl speziell danach
gesucht wurde.

Zur Identefizierung der isolierten Substanzen wurden Smp., spez. Drehung, die
Farbreaktionen mit 84-proz. H,SO, und die Laufstrecken im Papierchromatogramm

Tabelle 4. Daten dev aus 1,7 kg Zweigrinde isolierten Stoffe

_ ge- . Schitzungsweise
ge Isolierte N g
. fundener fundene ‘Weitere Iden- Menge?3) wirklich ent-
Bezeichnung Smp. spez. tifizierung?2?) haltene Menge )
°c Drehung
. in Me inmg| in 9% |in mg } in 9,
A, Periplocymarin?)| 138-145 | +24,9° - 650 0,038 1200 0,071

A, Digitoxigenin?) | 249-255 | +14,6° | IR.-Spektrum 25 0,0015 320 0,019

B, nicht identif. amorph - Mikrospaltung 7 0,00041 50 0,0029
B, Cymarin 2} 138-144 | +39,2° | Mikrospaltung 60 | 0,0035 180 0,011
C Periplogenin”)?) | 235-237 | +27,6° - 39 | 0,0023 215 0,013

21y Abkiirzungen fiir Losungsmittel usw. vgl. Einleitung zum Exper. Teil.

22) Vgl. Exper. Teil dieser Arbeit.

23) Da nur die Hilfte des Chf-Alk-(2:1)-Extr. A verarbeitet wurde, sind die Mengen auf den
ganzen Extrakt umgerechnet.

24) Schitzung auf Grund der priparativen Ausbeuten sowie der Stirke der Flecke im Papier-
chromatogramm, Beriicksichtigt worden nur die deutlich KEDDE-positiven Extrakte, nimlich
der Ae-Extr. A und der Chi-Extr. B.

25) A. WinpaUs & G. STEIN, Ber. deutsch. chem. Ges. 67, 2436 (1928).

26) W. A. JacoBs & A. HoFFMANN, ]. biol. Chemistry 67, 609 (1926); J. v. Euw & T. RrIicH-
sTEIN, Helv. 37, 883 (1948).

27y P. Spe1ser & T. REICHSTEIN, Helv. 37, 622 (1948).
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mit authentischem Material im Parallelversuch verglichen. Fernerwurden stets dic
Mischschmelzpunkte bestimmt. Tab. 4 gibt eine Ubersicht iber die wichtigsten Daten.
Sie enthilt ferner die Mengen der aus 1,7 kg Rinde isolierten Substanzen sowie einc
rohe Schitzung der darin wirklich enthaltenen Mengen.

6] O
AN N
NN NN TN
[ OH . | OH
0TS HO™ >N
I OH OH
\\ e
CH II Periplogenin (Subst. C)
CH, . 232° [+ 29,8 Me]?)
-~ O
~OCH, I Periplocymarin
- (Subst. A,) F.143—
) 145° [+27,6 Me]7) /O\(‘O
CH, C
H ~
O 0= i
Co P NN
U — OH
—- 07 ST
P OH
/W/\A\/ |
/‘ OH CH
v |
HO \/IL\ h, l
O
-OCH, IV Cymarin (Subst. B,
IIT Digitoxigenin (Subst. A,) - F.130-138°
F. 248-250° [+19,1 Me] ) ) [+ 35,8 Chf]2)38)34,
CH,

Die Zahlen in eckigen Klammern geben die spez. Drehungen fiir Na-Licht an; Abkiirzungen
fiir Losungsmittel vgl. Einleitung zum Exper. Teil.

Von der Subst. B; standen uns nur 7 mg eines amorphen, papierchromatogra-
phisch einheitlichen Konzentrates zur Verfilgung. Es zeigte positive KELLER-KILIANI-
Reaktion?) und positive Xanthydrol-Probe??). Dementsprechend liess sich eine
Probe mit 0,058 H,SO, hydrolysieren®?). Die chloroformléslichen Teile des Hydro-
lysates zeigten im Papierchromatogramm eine Laufstrecke wie Anhydrodigitoxi-
genin®) (vgl. Nr. 6 in Fig. 3). Beim Zucker muss es sich auf Grund der positiven

) Ausfitbrung nach J. v. Euw & T. REicHSTEIN, Helv. 37, 883 (1948).
%) V. ARREQUINE & P. E. PasguaLis, Rev. Univ. nac. Cordoba 32, 439 (1943).
) Ausfiihrung nach S. Rancaswawmi & T. RercHsTEIN, Helv. 32, 939 (1949).
Es handelt sich dabei um ein krist. Rohprodukt aus der ManNIcH-Hydrolyse von Odoro-
sid-H-Monoacetat3?), das neben f-Anhydrodigitoxigenin auch noch geringere Mengen des a-Iso-
meren enthilt.

32) A. RHEINER, A. HUNGER & T. REICHSTEIN, Helv. 35, 687 (1952).

38) W. A. Jacos & A. HorrFmanN, J. biol. Chemistry 67, 609 (1926).

3) A. Winpaus & L. HErRmMANNS, Ber. deutsch. chem. Ges. 48, 979 (1915).
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KELLER-K1L1aNI-Reaktion des Glykosides und wegen der leichten Hydrolysierbarkeit
um einen 2-Desoxyzucker handeln. Im Papierchromatogramm (System n-Butanol/
Wasser; Dauer 17 Std., vgl. Fig. 5) zeigte er einen anndhernd gleichen Rf-Wert wie
2-Desoxy-L-fucose?33). Alle Raumisomeren dieses Zuckers laufen rascher3$). Fiir eine

Beispiele fiir die Kontrolle durch Papierchrvomatographie®?)
(Punktiert bedeutet schwacher Fleck)

r
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VOO
. ]
Fig. 1. Be- Fig. 2. Be- Fig. 3. Be- Fig. 4. To- Fig. 5. Bu/ Fig. 6. To-
Chif-(9:1})/ Chi-(7:5)/ Cyclohexan- Methylathyl- W, 17 Std. Bu-(1:1)/W,
Fmd, 3 Std. ¥Fmd, 3 Std. (1:1)/Fmd, keton-(1:2)/ 7 Std. (What-
4 Std. W 20 Std. man Nr. 7)
1. ca. 0,10 mg gereinigter Ae-Extr. A (Chf-Extr. B gleiches Bild)
2. ca. 0,10 mg Chf-Extr. A
3. ca. 0,03 mg krist. Subst. B, (Cymarin) aus Chf-Extr. B
4. ca. 0,03 mg amorphe Subst. B; aus Ae-Extr. A
5. ca. 0,03 mg Gemisch von o~ und f-Anhydrodigitoxigenin?!)
6. ca. 0,05 mg Chloform-laslicher Teil aus der Hydrolyse von Subst. B;
7. ca. 0,03 mg Dianhydrogitoxigenin
8. je ca. 0,05 mg authentische Proben von p-Boivinose, D-Digitoxose, D-Glucose und Strophan-
thobiose
9. ca. 0,2 mg wasserldslicher Teil aus der Hydrolyse von Subst. B,
10.  ca. 0,1 mg synthetische 2-Desoxy-L-fucose?3)
11.  ca. 0,15 mg Chf-Alk-(2:1)-Extr. A
12. ca. 0,05 mg Periplocin aus Periploca graeca®?)
13.  ca. 0,05 mg k-Strophanthin-f3%)

35
36

B.
0.

IseriN & T. REICcHSTEIN, Helv. 27, 1200 (1944).
RENKONEN & O. ScHINDLER, Helv. 39, 1490 (1956).

)
)

37) Vgl. Diss. M. T. Krauss, Basel 1959.
)

38) W. A. JacoBs & A. HoFFMANN, J. biol. Chemistry 69, 153 (1926).
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sichere Zuordnung wire jedoch die zusitzliche Priifung in einem anderen System
notwendig gewesen, wozu nicht mehr geniigend Material vorhanden war, Substanz B,
lasst sich, wenn diese in einheitlicher Form vorliegt, im Papierchromatogramm von
Cymarin (Subst. B,) unterscheiden (vgl. Fig. 2), die Unterschiede im Ri-Wert sind
jedoch so gering, dass die beiden Substanzen im Gemisch bisher nicht unterschieden
werden konnten.

fa
% | mL\/\JM
N L/ I
‘JQ) 5 | 1
N INN i &
SR WSS
g |\~ PR A
Q ald LS e
NS 40—% © Ny N
3 ( S 9 D
S LS < §
0 ! %3 $& g
N SRR A
3 @fg N
& SINIE
05 LA L \,,%,gg;, A _am
3 4 5 6 7 M 8

Fig. 7. IR.-Abs.-Spektrum in CH,Cl, von Digitoxigenin®?)
Kurve a: Priparat aus Penfopetia androsaemifolia, ¢ = 0,0645 M
Kurve b: authentische Probe, ¢ = 0,058 m

Wir danken Herrn Prof. T. REICHSTEIN, unter dessen Leitung die Arbeit ausgefiihrt wurde,
fiir die Problemstellung und die gewédhrten Unterstiitzungen. Der eine von uns (E. W.) dankt dem
SCHWEIZ. NATIONALFONDS ZUR FFORDERUNG DER WISSENSCHAFTLICHEN FORSCHUNG fiir einen
Beitrag an die Kosten dieser Arbeit.

Experimenteller Teil

Einleitung. Alle Smp. wurden auf dem KorLER-Block bestimmt und sind korrigiert. Fehler-
grenze in beniitzter Ausfilhrungsform bis 200° ca. - 2°, dariiber ca. -+ 3°. Substanzproben zur
Bestimmung der opt. Drehung und zur Aufnahme der IR.-Spektren wurden 1 Std. bei 0,01 Torr
und 60-70° getrocknet, zur Analyse 5 Std. bei 0,01 Torr und 110° iiber P,0, mit Einwaage im
Schweinchen. Ubliche Aufarbeitung bedeutet: Eindampfen im Vakuum, Aufnehmen in Chloro-
form-Ather-(1:3), Waschen mit 28 HCl, 2N Sodaldsung und Wasser, Trocknen iiber Na,SO, und
Eindampfen im Vakuum. Die Ausfiilhrung der Adsorptionschromatographie erfolgte nach der
Durchlaufmethoded?) an AL,O, das ohne Anwendung von Siure von Alkali befreit4l) und bei
180° reaktiviert wurde, oder an Silicagel (Korngrésse 0,15-0,30 mm). Die Papierchromatographie
mit Formamid4?)4%) oder Wasser als stationiren Phasen®), die Farbreaktionen mit KepDx:-

39) Aufgenommen von Herrn G. RorzLER auf einem PERKIN-ELMER double beam IR.-
Spectrographen mit NaCl-Prismen.

40) T. RE1cHSTEIN & C. W. SHoPPEE, Discuss. Faraday Soc. No. 7, 305 (1949).

4) J. v. Euw, A. Larpon & T. ReicHsTEIN, Helv. 27, 1292, Fussnote 2 (1944), aber reak-
tiviert bei 180°.

12) O. ScHINDLER & T. REICHSTEIN, Helv. 34, 108 (1951).

43) Die Impragnierung des Papiers erfolgte mit An-Fmd#)-(4:1).
) H. HEGeEDUs, Ca. Tamm & T. REICHSTEIN, Helv. 36, 357 (1953).
45} E. SCHENKER, A. HUNGER & T. REICHSTEIN, Helv. 37, 680 (1954).
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Reagens!?), die Ausfithrung der KELLER-KILIANI-Reaktion), der Xanthydrolprobe2?)%), sowie
der Farbreaktion mit 84-proz. H,SO, erfolgten nach friitheren Angaben.

Fiir Lésungsmittel wurden die folgenden Abkiirzungen benutzt: Ae = Diithyldther, Alk =
Athanol, An = Aceton, Be = Benzol, Bu = n-Butanol, Chf = Chloroform, Fmd = Formamid,
Me = Methanol, Pe = Petrolither, Py = Pyridin, To = Toluol, W = Wasser. Ferner bedeuten
Pchr = Papierchromatographie und Papierchromatogramm, ML = eingedampfte Mutterlauge
und «Gemisch» = Chf-Me-Essigester-(1:1:1).

Extraktion der Zweigrinde!?)*8), — 1,8 kg trockene Rindenstiicke wurden in einer elek-
trischen Schlagmiihle fein gemahlen, mit 2,8 1 W gleichmissig durchfeuchtet, 1 Std. quellen ge-
lassen und dann mit 2,8 1 95-proz. Alk versetzt. Dann wurde 2 Std. auf 60° erwidrmt und an-
schliessend scharf abgenutscht. Der Filterriickstand wurde analog noch 10mal mit je 3 1 wiisseri-
gem Alk steigender Alk-Konzentration (zuletzt 95-proz. Alk) bei 60° extrahiert. Danach war das

Tabelle 5. Chromatographie von 1,75 g (1. Portion) Ather-Extvakt A an 30 g Al,0,

Eindampfriickstand
Fr.-Nr 4 Loésungsmittel, ke 1
Y ie 100 ml pro ¥r. mg P:ﬁv‘g)l;or)l Habitus und Bemerkungen
1-3 Be-Chf-(80:20) 139 | A, (A braunes Ol
4 Be-Chf-(60:40) 50 | Ay (A) braunes O1
5-6 Be-Chf-(60:40) 37 | A, (B) 12 mg Krist., Smp. 133-138°
7-8 | Be-Chi-(40:60) 99 | A, (B) 20 mg Krist., Smp. 129-132
9-10 Be-Chf-(40:60) 30 | A, (B) amorph
11-12 | Be-Chf-(20:80) 35 { A, B, C amorph
13-17 Be-Chf-(20:80) 60 | (A)) C amorph
18-21 Chf 34 | pos. amorph
22-23 Chf-Me-(99:1) 56 | B,C amorph
2431 gﬁ:ﬁz:gig)‘mq 216 | neg., gelbes O1 | amorph
32-35 «Gemisch»4 39, AcOH| 302 | neg., gelbes Ol | amorph

Rindenpulver nicht mehr bitter und gab mit KEpDE-Reagens keine Farbung mehr; es wurde
verworfen. Die vereinigten Extrakte wurden im Vakuum auf 2,5 1 konzentriert (im Umlauf-
erhitzer), mit 2,5 1 Alk versetzt und wie frither!3) beschrieben mit frisch aus 1,5 kg Pb{CH,COO),,
3H,0 bereitetem Pb(OH), gereinigt. Das Filtrat wurde bei pH = 6 im Vakuum auf 300 ml ein-
geengt und wie itblich3) mit Ae, Chf und Chf-Alk-(2:1)-Gemisch ausgeschiittelt. Die verbliebene
wiasserige Phase gab nach 9maligem Ausschiitteln mit Chf-Alk-(2:1) noch immer positive KEDDE-
Reaktion. Sie wurde daher, zusammen mit dem ersten Waschwasser, au {200 ml konzentriert, mit
Na,SO, halb gesdttigt und noch fiinfmal mit je 300 ml Chi-Alk-(3:2) ausgeschiittelt!?). Danach
war die wiasserige Losung nicht mehr bitter und wurde verworfen. Ausbeuten an Rohextrakten
vgl. Tab. 1.

Untersuchung des Ather-Extraktes A.- Reinigung. 3,37 g roher Ae-Extr. A (KEDDE-
R. nur schwach positiv) wurde in 30 ml Me-W-(4:1) gelost und 4mal mit je 100 ml Pe ausge-
schiittelt. Die Pe-Losungen wurden 4mal mit je 40 ml Me-W-(4:1) gewaschen, iiber Na,SO,
getrocknet und eingedampft. Riickstand 0,7 g fettes Ol (KEppE-R. neg., verworfen). Die ver-
einigten wisserig-methanolischen Phasen wurden im Vakuum vom Me befreit und mit Chf er-

6) Ausfiihrungsform nach J. v. Euw & T. REICHSTEIN, Helv. 37, 883 (1948).

47) M. PesEz, Ann. pharmac. frang. 70, 164 (1952).

48) Vgl. dazu die detaillierte Vorschrift bei J. v. Euvw u. Mitarb.13),

49) In Klammern bedeutet schwacher Fleck. «pos.» («neg ») bedeutet, dass die betr. Frak-
tion mit KEpDE-R. (keine) Violettfirbung gab.

50) Der B-Fleck tritt im Al,O;-Chromatogramm an 2 getrennten Stellen auf. Es zeigte sich
im Laufe der Trennung, dass er 2 Substanzen entspricht. Der leichter eluierbare Anteit wird als
B;, der schwerer eluierbare als B, bezeichnet.
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schopfend ausgeschiittelt. Die wie iiblich gewaschenen und getrockneten Losungen gaben beim
Ilindampfen 2,31 g geveinigten Ae-Extr. A als gelbes Glas, KEDDE-R. positiv.

Chromatographie an Al,O4. Der gereinigte Ae-Extr. A (enthielt nach Pchr A, A,, B, C, vgl
Fig. 1) wurde in 2 Portionen an Al,O, chromatographiert. Als 1. Portion wurde 1,15 g verwendet,
vgl. Tab. 5.

Die Fr. 7-4 dienten, zusammen mit entsprechendem Material der folgenden Chromatographie,
zur Isolierung der Subst. A, (vgl. unten).

Aus den Fy. 5-8 kristallisierten zusammen 32 mg Periplocymarin (A,) in farblosen Nadeln,
Smp. nach Umbkristallisieren aus An-Ae 138-145°51),

Die amorphen Fr. 9—72 und Fr. 13 von Tab. 6 wurden durch prap. Pchr getrennt.

Die Fr. 13-21 sowie die KEDDE-negativen Fr. 24-35 wurden nicht weiter untersucht.

Die Fr.22-23 wurden zusammen mit den Fr.19-20, Tab. 6, nochmals an SiO, chromato-
graphiert. Da keine Trennung erfolgte, diente das gesamte KEDDE-positive Material fiir eine
prap. Pchr (vgl. unten).

Der 2. Teil des Ae-Extr. A wurde analog chromatographiert.

Tabelle 6. Chromatographie von 1,10 g (2. Portion) Ather-Extrakt A an 30 g Al,0,

Eindampfriickstand

Fr. Nt .Lbsungsmittel, e

Y je 100 ml pro Fr. mg gce}fr;)zlor; Habitus und Bemerkungen

1-5 Be-Chf-(80:20) 173 | A, (A) amorph

6-9 Be-Chf-(60:40) 181 | A, (Ay) amorph
10-12 Be-Chi-(40:60) 80 | Ay (A,) (By) amorph

13 Be-Chi-(40:60) 15 | B; (C) (A} (A,) | amorph

14 Be-Chf-(20:80) 23 | C (A (A
15-16 Be-Chf-(20:80) 44 | C (A)) (Ay) 9 mg Krist.,, Smp. 226-230°
17-18 Chf 34 | C(AD (Ay) amorph

19 Chf 19 | pos. amorph

20 Chif-Me-(99:1) 45 | B,, C (Ay) (Ay) | amorph
21-26 | Chf-Me-(99:1) bis

Chf-Me-(85:15) 200 | neg. amorph

27-30 «Gemisch»+19%, AcOH| 226 | neg. amorph

Die Fr.7-5 wurden zusammen mit den Fr.1-4 von Tab. 5 (310 mg nach Trocknung) an
9 g Al,O4 chromatographiert. Das mit Be-Chf-(90:10) und -(80:20) eluierte Material (81,7 mg)
gab aus An Ae ca. 3 mg fast farblose Nadeln, nach Umkrist. aus An-Ae Smp. 170--195° (ca. 1,5mg).
Im Pchr waren neben dem violetten Fleck der Subst. A, (Laufstrecke im Pchr wie Digitoxigenin)
noch zwei weitere, mit KEpDE-Reagens sich gelb féirbende Flecke sichtbar.

Die Fr. 6—12 und 14 wurden nicht weiter untersucht.

Die Fr. 13 wurde mit entsprechenden Gemischen von Tab. 5 (Fr. 9-12) vereinigt (80 mg)
und durch prip. Pchr zerlegt. Dazu wurde das Material auf 20 Papiere (WrATMAN Nr. 1, 19 x
46 cm, mit Fmd*) imprégniert) aufgetragen und im System Be-Chf-(7:5)/Fmd 2 Std. entwickelt.
Die Lokalisierung der Substanz-Zonen mit KEpDE-Reagens und die Extraktion der Streifen
nach iiblicher Methode?®?) gaben aus der B-Zone 35,5 mg Rohextrakt. Chromatographie an 1,0 g
ALO, gab nur 7,0 mg KEDDE-positives Elnat, das bis jetzt amorph blieb (= Subst. B;%0). Die
anderen Substanzen wurden nicht ausgeschnitten, ihre Isolierung erfolgte in einem weiteren
prip. Pchr.

Die Fr.75-76 gaben aus An-Ae 9 mg Periplogenin (Subst. C) in farblosen Nadeln, Smp.
226--230°. Nach Pchr einheitlich.

Die Fr. 17-18 und 27-30 wurden nicht weiter untersucht.

51) Der Smp. von Periplocymarin hingt stark von den Kristallisationsbedingungen ab.
52) . RENKONEN, O. ScHINDLER & T. REI1cHSTEIN, Helv. 42, 160 (1959).
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Die Fr. 719-20 wurden zusammen mit den Fr. 22-23 von Tab. 5 (120 mg) an 5 g SiO, chro-
matographiert. Da keine Trennung erfolgte, wurden alle KEDpDE-positiven Fraktionen (93 mg)
vereinigt und auf 20 Papieren im System Be-Chf-(7:5)/Fmd wie oben beschrieben getrennt.
Ausgeschnitten wurden die den Subst. A, A, und B,%) entsprechenden Zonen.

Die A,-Zone gab 21,2 mg rohes Eluat. Durch Chromatographie an 1 g Al,O4 liessen sich
mit Be-Chf-(50:50) und -(40:60) 10,3 mg KEDDE-positive Substanz eluieren, die aber nicht
kristallisierte, obwohl sie im Pchr (System von Fig. 1) nur den A -Fleck (Laufstrecke wie Peri-
plocymarin) zeigte.

Das Eluat der 4,-Zone (23,5 mg roh) wurde an 1,0 g Al,O4 chromatographiert. Die mit Be-
Chf-(50:50) eluierten Fraktionen (9,1 mg) waren KEDDE-positiv und gaben im Pchr nur den
A,-Fleck (mit Laufstrecke wie Digitoxigenin), kristallisierten aber nicht. 4,0 mg davon wurden
in 0,1 ml Py und 0,1 ml (Ac),O gelést und 2 Tage bei 23° stehengelassen. Ubliche Aufarbeitung
gab 3,4 mg amorphes Rohprodukt, dessen Laufstrecke im Pchr (System von Fig. 3) gleich war
wie diejenige von O-Acetyldigitoxigenin.

Tabelle 7. Chromatographie von 360 mg Gemisch dev Subst. A, und A, aus dem Chlovoform-Extrakt B
an 120 g 41,04

Eindampfriickstand
& ittel roh Kristalle
Fr-Nr. L0§112g650m1t1te )
1€ m ‘ Flecke im S Flecke im
mg | Pchr#®) me mp- Pchr
1-6 Be-Chf-(90:10) bis
Be-Chi-(60: 40) >1 | neg - - -
7-8 Be-Chf-(50:50) 10,9 pos. - - -
9-10 | Be-Chif-(50:50) 25,3 pos. 10,7 246-252° A,
11-14 | Be-Chf-(50:50) 15,2 A, - - -
15-22 | Be-Chi-(40:60) bis °
280,9 A 207 207-210 A
Be-Chi-(20 :80) ’ ! !
23-24 | Chf 3 POS. - - -

26,2 mg rohes B,-Eluat wurden an 1,0 g Al,O, chromatographiert. Dabei wurde 8,0 mg
KEeDDE-positives Material erhalten, das jedoch keine Kristalle gab (Subst. B,), im Pchr aber nur
den B,-Fleck (Laufstrecke wie Cymarin) zeigte.

Untersuchung des Chloroform-Alkohol-(2:1)-Extrakts A. — Fermentievung. 8,0 g
Chf-Alk-(2:1)-Extr. A (enthielt nach Pchr die beiden KeDDE-positiven Stoffe D und E) wurden
in 90 ml W geldst und mit 8,9 g Strophanthobiase, die in 70 ml W suspendiert war, 10 Tage bei
34° fermentiert. Dann wurde das Enzym durch Zusatz von 800 ml Alk bei 60° ausgefillt und durch
Kieselgur (Hyflo-Super-Cel) abfiltriert. Das Filtrat wurde im Vakuum vom Alk befreit (ca.
100 ml wisseriges Konzentrat) und 7mal mit je 200 ml Chf und 6mal mit je 180 ml Chf-Alk-(2:1)
ausgeschiittelt. Die Extrakte gaben nach Waschen mit je 20 ml W, 2~ Na,CO4 und Zmal W,
Trocknen iiber Na,SO, und Eindampfen im Vakuum, 7,75 g Chf-Extr. B und 3,8 g Chf-Alk-
(2:7)-Extr. B. Letzterer wurde nochmals in 51 ml W geltst und mit 1,0 g Strophanthobiase wih-
rend 10 Tagen analog fermentiert und aufgearbeitet. Er gab dabei 7,29 g Chf-Extr. C und 7,88 g
Chf-Alk-(2:7)-Extr. C.

Trennung des Chlovoform-Extrakts B. 1,75 g Chf-Extr. B (enthielt nach Pchr, vgl. Nr. 1 in
Fig. 1, die Subst. A}, (A,), B, C) wurde an 53 g AlLOy chromatographiert. Die Fr. 7-4, eluiert
mit 720 ml Be-Chf-(80:20), bestanden aus 360 mg teilweise 6ligem Material, das nach Pchr vor-
wiegend Subst. A; neben wenig A, enthielt. Es wurde zur Isolierung dieser beiden Stoffe noch-
mals an Al,Oy4 chromatographiert (vgl. Tab. 7). Die Fr. 5-79 (504 mg), eluiert mit Be-Chf, Chf
und Chf-Me-Gemischen (max. 29, Me), zeigten im Pchr die 3 Flecke A;, B und C. Die weitere
Trennung erfolgte durch prip. Pchr (vgl. unten). Die Fr. 20-206, die mit Chf-Me-(90:10), -(50:50)

13



674 HELVETICA CHIMICA ACTA

und «Gemisch» eluiert wurden, zeigten im Pchr, System von Fig. 2, nur stationares Material
und wurden nicht weiter untersucht.

Die Fy. 9-70 gaben aus An-Ae 10,7 mg Digitoxigenin (Subst. A,) in farblosen Blattchen,
Smp. nach Umkrist. aus An-Ae 249-250°.

Die Fr. 75-22 gaben aus An-Ae 207 mg reines Periplocymarin (Subst. A,) in farblosen Nadeln,
Smp. 207-210°51). Alle anderen Fraktionen wurden nicht weiter untersucht.

Priparative Papierchromatogrvaphie. Die oben aus dem Chf-Extr. B erhaltenen Gemische der
Subst. A}, B und C (487 mg) wurden auf 81 impragnierte Papiere verteilt und im System Be-Chf-
(7:5)/Fmd chromatographiert (Laufzeit 3 Std.). Die wie iiblich®?) lokalisierten Substanzzonen
gaben die folgenden Extrakte:

Zone A,: 170 mg Rohextrakt, aus An-Ae 99,5 mg reines Periplocymarin in farblosen Nadeln,
Smp. 203-208°51).

Zone B: 115 mg Rohextrakt. Er wurde an 4,0 g SiO, chromatographiert. Die mit Chi-Me-
(98:2) eluierten Anteile (41,5 mg) gaben aus Me-Ae 30 mg reines Cymarin (Subst. B,) in farb-
losen Nadeln, Smp. 138-144°. Um die Anwesenheit von B, auszuschliessen, wurden 2,9 mg der
zuerst (mit Chf) eluierten (amorphen) KeEpDE-positiven Fraktionen (nach Pchr nur B-Fleck) mit
0,058 wisserig-methanolischer H,SO, hydrolysiert. Im Hydrolysat waren im Pchr jedoch nur
Strophanthidin und Cymarose nachweisbar.

Zone C: 75 mgrohes Eluat wurden an 2,25 g Al,O, chromatographiert. Die mit Be-Chf-(20:80)
und reinem Chf eluierten Fraktionen (49 mg) gaben aus An-Ae 15 mg reines Periplogenin in
farblosen Prismen, Smp. 234-237°.

Identifizierung der isolierten Substanzen. — Subst. A, = Periplocymarin. Aus An-Ae,
dann aus Me-Ae farblose Nadeln, Smp. 138-145°51), [ocj]%‘* =+24,9° 4+ 1,5° (¢ = 1,4 in Me).
KEeLLER-KiL1ANI-Reaktion und Xanthydrol-Test positiv. Die Mischprobe mit authentischem
Periplocymarin schmolz ohne Depression. Die Farbreaktionen mit 84-proz. H,SO,; waren genau
gleich, ebenso die Laufstrecken im Pchr (System Be-Chi-(7: 5)/Fmd).

Subst. A, = Digitoxigenin. Aus An-Ae farblose Blittchen, Smp. 249-255°, [a]3} = +14,6°42°
(¢ = 1,0 in Me). Die Mischprobe mit authentischem Digitoxigenin (Smp. 249-255°) schmolz ohne
Depression. Die Farbfolgen mit 84-proz. H,SO,, die Laufstrecken im Pchr (System von Fig. 2)
sowie die IR.-Absorptionsspektren in CH,Cl, (vgl. Fig. 7) waren bei beiden Praparaten genau
gleich.

Subst. B, (amorph) erhalten durch prap. Pchr aus dem Ae-Extr. A. Das farblose Glas gab
positive KELLER-KILIANI- und Xanthydrol-Reaktion. — Milde saure Hydrolyse. 1,8 mg Subst.
wurden in 1 ml Me gelsst, mit 1 ml 0,18 H,SO, versetzt und 30 Min. unter Riickfluss erhitzt.
Dann wurde mit 1 ml W versetzt und das Me im Vakuum abdestilliert. Die saure wisserige
Lésung wurde 30 Min. auf 60° erwidrmt, abgekithlt und 4mal mit je 0,6 ml Chf ausgeschiittelt.
Die Chi-Extrakte wurden einmal mit 0,2 ml W gewaschen, iiber Na,50, getrocknet und einge-
dampft. Der Riickstand (1,2 mg) wurde im Pchr (vgl. Fig. 3) mit Anhydrodigitoxigenin?!) und
Dianhydro-gitoxigenin verglichen. Die saure wisserige Losung und das Waschwasser wurden
zusammen im Vakuum von Chf-Resten befreit, mit frisch bereitetem, neutralem BaCO, neutrali-
siert und filtriert. Das klare Filtrat wurde im Vakuum eingedampft (ca. 1,0 mg) und im Pchr mit
2-Desoxy-L-fucose, Boivinose, Digitoxose, Glucose und Strophanthantobios everglichen (vgl.
Fig. 4 und 5).

Subst. By = Cymarin. Aus An-Ae, dann aus Me-Ae farblose Nadeln, Smp. 138-144°, [a]']zj“ =
+39,2° 4+ 2° (¢ = 1,0 in Me), [oc]zDE' =+ 38,0° &+ 2° (¢ = 1,1 in Chf). Die Mischprobe mit authen-
tischem Cymarin, Smp. 140-142°, schmolz ohne Depression. Die Farbreaktionen mit 84-proz.
H,S0, und die Laufstrecken im Pchr (System von Fig. 1) waren bei beiden Pridparaten gleich. -
Milde sauve Hydrolyse. 2,5 mg krist. Subst. B, aus dem fermentierten Chf-Alk-(2:1)-Extr. A
wurden wie oben hydrolysiert und gaben 1,5 mg Genin mit Laufstrecke im Pchr wie Strophan-
thidin (System von Fig. 2) und 0,5 mg Zucker mit Laufstrecke im Pchr wie Cymarose (System:
To-Methyliathylketon-(1:1)/W).

Analoge Hydrolysen wurden durchgefiihrt mit 1,9 mg amorphem Eluat der B,-Zone aus der
prip. Pchr des Ae-Extr. A (Tab. 2), und 2,9 mg amorphem Produkt aus der B-Zone der prip.
Pchr des Chf-Extr. B. In beiden Fillen wurden als einzige Bruchstiicke Strophanthidin und
Cymarose im Pchr nachgewiesen.
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Subst. C = Peviplogenin. Aus An-Ae farblose Nadeln, Smp. 235-237°, [oc]]%f‘ =+27,6° + 2,5°
{c = 0,9 in Me). Mischprobe mit authentischem Periplogenin (Smp. 232-236°) ohne Depression.
Die Laufstrecken im Pchr (System Be-Chf-(7:5)/Fmd) und die Farbreaktionen mit 84-proz.
H,SO, waren identisch.

ZUSAMMENFASSUNG

Aus der Zweigrinde von Pentopetia androsaemifolia DECNE. (Asclepiadaceae)
wurden, z. T. nach fermentativem Abbau der enthaltenen Polyglucoside, durch An-
wendung chromatographischer Methoden die beiden Cardenolid-Glykoside Periplo-
cymarin und Cymarin, sowie die zwei Genine Digitoxigenin und Periplogenin in
krist. Form isoliert. Ein weiteres, in geringer Menge als amorphes Konzentrat
isoliertes Glykosid enthilt vermutlich 2-Desoxy-L-fucose an Digitoxigenin gebunden.

Organischi-chemische Anstalt der Universitdt Basel

91. Macro- et microdosage de traces de cobalt
V1). Analyse d’un acier 18/8 par activation aux neutrons thermiques
par D. Monnier, W. Haerdi et J. Vogel
(17 II 60) '

L’analyse par activation aux neutrons a pris un rapide développement depuis
quelques années, particuliérement dans les centres possédant une pile atomique ou
dans les laboratoires en relation avec eux. Elle présente I’'avantage, pour plusieurs
éléments, d’une grande sensibilité, d’'une bonne précision lorsqu’il s’agit de traces, et
souvent d’une grande rapidité lorsqu’il est possible de réduire le nombre de sépara-
tions nécessaires. La détermination s’effectue parfois sans recours a d’autres opéra-
tions que la mise en solution, et dans certains cas celle-ci n’est méme plus nécessaire.

Lorsque c’est possible, on effectue de préférence la mesure des radiations y, plus
pénétrantes et monochromatiques, au moyen du spectrométre y. On obtient des
spectres sur lesquels on peut mesurer une radiation d’énergie déterminée, ce qui a
pour effet d’augmenter considérablement la spécificité de la méthode. Parmi les
trés nombreux travaux publiés a ce sujet, nous n’en signalerons qu’un petit nombre
a titre documentaire %).

Le cobalt, étant donné la longue période de son isotope 60, n’est pas un élément

Iy

qui se préte particuliérement bien a une telle détermination. Pourtant, il nous a

1) Helv. 42, 1672, 1846, 2334 (1959); 43, 217 (1960).

2) R. E. ConNaLY & M. B. LepoEUF, Anal. Chemistry 25, 1095 (1953). — M. BErRGER & ]J.
DocGeTT, J. Research. Bur. Standards 56, 355 (1956). ~ R. L. HAETH & I. SCHROEDER, Quan-
titative Techniques of Scintillation Spectrometry as Applied to Calibration of Standard Source,
Idaho Operations Office ID0-16149, 1st Revision (1957). — R. L. HeaTH, Scintillation spectro-
metry gamma rays spectrum catalogue, Idaho Operations Office IDO 16408 (1957). — L. D. Mc-
Isaae, Naval radiological Defense laboratory, Tech. rept. USNRDL-72 (1956). — D. F. CovELL,
Analyt. Chemistry 37, 1785 (1959). — J. H. Yo & H. ]J. Kocs, Trace Analysis, p. 413 (1957). -
O. B. Cook & S. K. HavnEs, Physic. Review 86, 190 (1952). — W. H. JorDAN, Annual Review
of Nuclear science, Vol. I, Stanford, Calif., Annual Inc. (1952).



