Volumen xLv, Fasciculus n1 (1962) — No. 104-105 907 -

Die Schreibmaschine des elektr. Rechenautomaten ergibt dann die Resultate,
wie sie in Fig.2 dem folgenden Schema nach dargestellt sind:

(M], (L], rH9), 4)

b) Konzentration der Teilchen M H,L,, wobei die zugehérigen Indices q und p am

Anfang jeder Zeile stehen und n fiir die erste Kolonne 0 ist, fiir die zweite 1, usw.

;Q[Mq H,L,}; ;‘"[Mq H,L,|; [H],= PZ'P[M« H,L,], v)
X apn D"
—-1¢[L]; —1g[M]; lga. Q)

Die ersten zwei Zahlen unter c¢) dienen zur Kontrolle der Berechnung und die
dritte der Aufzeichnung der Titrationskurve.
Die Konzentrationen der Teilchen im betrachteten System fiir [L], = [M}, =
1-10-3 und pH = 2 betragen somit:
[OH]) = 1,097-10%; [H] = 1-10~2
(L}=1,619-10-%; [HL] = 2,947-10713; [H,L] = 4,258-10-?;
[H,L} =1,991-10-%; [H,L] = 1,948-10-8
[Fe(OH),] = 1,955-10-1°; [Fe(OH)] = 3,559-10-%; [Fe] = 3,989-10-8;
[Fe(OH),L] = 1,024-10-1¢; [Fe(OH)L] = 2,629-10-%;
[Fel] = 8,139-10~4; [FeHL] = 1,860-10-%; [Fe,(OH),] = 1,958-10-14,

SUMMARY
The author developsa method permitting the calculation, using a digital computer,
of the concentration of the different complex ions present in a solution containing
known amounts of ligand and of metal ion at a given pH.

Ziirich, Laboratorium fiir Anorganische Chemie
der Eidg. Technischen Hochschule

105. Die Glykoside von Pergularia extensa (JACQ.) N. E, Br.1)
Glykoside und Aglykone, 227. Mitt. %)
von O. P. Mittal, Ch. Tamxm und T. Reichstein
(7. I11. 62)

Als Pergularia extensa (JAcQ.) N. E. Br.3), Daemia extensa R. Br. oder Pergu-
laria daemia (Forssk.) CHIOV, wird ein Formenkreis von Pflanzen aus der Familie
der Asclepiadaceae bezeichnet, die in den wirmeren Gebieten Indiens, Arabiens und
Afrikas heimisch sind®)¢). Ob alle diese als Vertreter derselben Art zu betrachten

1) Auszug aus Diss. O. P. MrTTAL, Basel 1958.

%) 226. Mitt.: M. S. BuarRUCHA ¢f al., Helv. 45, 93 (1962).

3) Dies ist nach BuLLock?) der giiltige Name fiir die indische Pflanze, weitere Synonyma vgl. 3).

4) Wir danken Herrn A. A. BurLrock, Herbarium der Royal Botanical Gardens, Kew (England),
auch hier bestens fiir seine wertvollen Angaben.

5) W. T. TuiseLToN-DvER, Flora of Tropical Africa IV, 387, London 1904.

§) R. N. Cropra, S. L. Navar & J. C. CHOPRA, Glossary of Indian Medical Plants, p. 188, New
Delhi 1956.
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sind, ist aber unsicher. Herr BurLocKk4) schrieb uns auf Anfrage dazu (am 10. 11. 58)
wie folgt:

«In reply to your letter of 6 November, [ regret that I have not been able to get much further
in my study of Pergularia.

All I can say at the moment is that Daemia (or more correctly, Doemia) of ROBERT BROWN
is a nomenclatural synonym of Pergularia LINN. The plants which R. BRowN referred to Pergu-
laria should now be called Telosma.

Similarly, Pergularia daemia (Forssk.) CHIOV. is a nomenclatural synonym of Daemia
exiensa R. Br., but I cannot be at all sure that both the Indian and Rhodesian plant should be
referred to this species.

On the whole it would appear that the Indian plant is correctly named, whilst the identity
of the Rhodesian plant remains doubtful. Elucidation of the taxonomic problem awaits accurate
and intensive ficld work, ...

In these circumstances it will be obvious that I cannot guess at specific distributions. Wher-
ever the deciduous woodland gives way to a patch of evergreen forest (due to the presence of
water near the surface, but not in river fringes) onc may encounter Peygularia throughout Africa.
In the horn of Africa, through Arabia, and east into Pakistan and India, it occurs in drier places.
Tt appears that some four or five species may be involved in this very wide distribution, but 1
have so far failed to find the desired discontinuity in variation by which they can be distinguished.»

Da eine sichere botanische Identifizierung bzw. Differenzierung noch nicht még-
lich ist, werden wir die hier besprochenen und untersuchten Pflanzen nach ihrer
Provenienz bezeichnen.

Die in Indien wachsende Pflanze wird in der Regenzeit griin und wiichst in dieser Zeit sehr
rasch. Die stark verzweigten Triebe schlingen und klettern meist auf Baume und sind oft iiber
10 Mcter lang (vgl. Fig.1). Sie konnen sich aber auch auf dem Erdboden ausbreiten. Stengel und
Blitter enthalten Milchsaft. Die Bliiten sind weiss, oft mit ciner griinen oder rétlichen Tonung.
Die Friichte rcifen hauptsichlich vom Januar bis Mérz. In unversehrtem Zustand sind sie von
einem weissen Flanm bedeckt (vgl. Fig. 2). Dic Samen sind ca. 0,5-0,8 cm lang, oval-keilig und
auf der runden Seite fein gekerbt (vgl. Fig. 4; der Schopf weisser Haare ist dort entfernt).

Die in Rhodesien wachsende Pflanzc besitzt nach PoLe-Evans?) einen cigenartigen Geruch,
der keiner anderen Asclepiadacee cigen ist.

Pergularia extensa (vor allem Blitter und Wurzeln) wird in Indien in der Volks-
medizin schon lange gegen Bronchitis und als Emeticum verwendet. Die erste ge-
nauere pharmakologische Untersuchung erfolgte durch Dutta und Mitarbeiter®).
Sie fanden, dass ein nicht ndher charakterisiertes Glykosid aus Pergularia extensa
auf den Uterus eine dhnliche Wirkung ausiibt wie Pituitrin. Die erste uns bekannte
chemische Untersuchung stammt von DuTtTA & GHOSH1Y). Sie analysierten die ganzen
getrockneten Pflanzen und fanden neben einem bitteren Harz und drei anderen
bitterzen Bestandteilen, von denen einer glykosidischer Natur war, vier krist. aber
nicht identifizierte «Sterole» (A-D). RamaNn & Barual?) fanden im Petrolither-
extrakt a-Amyrin-acetat, Lupeol-acetat, Lupeol und g-Sitosterin. Eine recht genaue
Untersuchung wurde von RAKHIT ef al.1%) durchgefiihrt. Neben den oben genannten

%) Privatmitteilung von Herrn Dr. 1. B. PoLE-Evans vom 22, 4, 1957.

8y 1. J. C. Gurta, P. K. Roy & A. Durta, Indian J. med. Res. 34, 181 (1946} ; Chem. Abstr. 4/,
6632 (1947).

1y A Dutrta & S. GHosH, J. Amer. pharmac. Assoc., Sci. Ed. 36, 250 (1947); Chem. Abstr. 47,
7675 (1947).

12y §.P. Rauman & A. K. Barua, J. Amer. pharmaccut. Assoc., Sci. Ed. 47, 559 {1958) ; Chem. Abstr.
52, 17621b (1958).

13) S, RakniT, M. M. DHAR, N. ANAND & M. L, DHAR, J. sci. &ind. Res. (India) 78 B, 422 (1959);
Chem. Abstr. 54, 17458¢ (1960).



Tafel I

10 cm

r

Fig. 1. Pergularia extensa (Jacg.) N. E. Br. aus Indien
Aufgenommen Ende Januar 1957 in der Umgcbung von Delhi?)

Helvetica Chimica Acta, Vol. XLV, Fasc. 3, Nr. 105 (1962)



Tafel II

Fig. 2. Zwei Friichte von Pergularia extensa (Jacg.) N. E. Br. aus Indien
Auigenommen Ende Januar 1957 in der Umgebung von Delhi®)

Helvetica Chimica Acta, Vol. XLV, Fasc. 3, Nr. 105 (1962)
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Stoffen isolierten sie n-Pentacosansiure, Hentriacontan, g-Amyrin-acetat, 55-47-
und -A%:1*-Stigmasten-3a-ol sowie 3 weitere nicht identifizierte krist. Sitosterine.
Aus dem Alkoholextrakt isolierten sie Betain sowie ein Peptid mit muskulotroper
Wirkung, von dem 8 Aminosiuren identifiziert werden konnten. Uber weitere che-
mische Untersuchungen ist uns nichts bekannt. Wir beschreiben im Folgenden unsere
eigenen Resultate.

r~a

(T

Iig. 3. Frucht von Pergularia extensa (Jacg.) N. E. Br. aus Stidvhodesien

Gesammelt anfangs April 1958 im Sali Valley, Southern Rhodesia. Die meisten Pflanzen waren
daselbst am Absterben und trugen weder Bliiten noch Friichte10)

/|
»‘ = @

fndien T=— B Swa'rhoderien

FFig. 4. Sasen von Pergularia extensa (Jacq.) N. E. Br., von Haarven befreit
a) Aus Indien; b) Aus Siidrhodesien. Masstab in cm. Photo Dr. L. JENNY, Basel

9) Wir danken Herrn Dr. J. K. MaHESHWARI, Department of Botany, University of Delhi, India,
fiir die botanische Identifizierung der Pflanze und fir diese Aufnahme.
10) Briefliche Mitteilung von Herrn Dr. I. B. PoLE-EvaNs vom 9. 4. 1958.
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Beschaffung des Ausgangsmaterials. — Zur Untersuchung standen uns die
vier folgenden Proben zur Verfiigung:

Pyobe a. 0,53 kg Holz, Stamm und Zwcige, ca. 0,5-0,8 cm dick, aus Indien. Sie wurden vom
Februar bis August 1956 in der Umgebung von Delhi von einem von uns (O. P. M.) und seinen
Familienangehérigen gesammelt, sofort an der Luft getrocknet und im Oktober 1956 persénlich
nach Basel gebracht. :

Probe b. 2,63 kg von Flughaaren befreite Samen aus Indien. Diese wurden von den Familien-
angchérigen des einen von uns (O. P. M.) vom Dezember 1956 bis Februar 1957 ebenfalls in der
Umgebung von Delhi gesammelt und an Ort und Stelle von den langen weissen Flughaaren
befreit. Sie erreichten uns im April 1957 in einwandfreiem Zustand. Die Pflanzen, von denen das
Material der Proben a und b stammte, wurden von Herrn Dr. MAHESHWARI bezeichnet, so dass
die botanische Identitit gesichert ist.

Probe c. 1,5 kg getrocknete Stengel mit Blattern aus Siildrhodesien, gesammelt von Herrn Dr.
I. B. PoLE-Evans!4) am 14. 4. 1957 im Tal des Nyannayodi-Flusses in Siidrhodesien. Sie erreich-
ten uns am 27. 1. 58 in ausgezeichnetem Zustand.

Probe d. 7 ganze getrocknete Friichte aus Siidrhodesien, gesammelt von Dr. I. B. PoLE-
Evans!) anfangs April 1958 im Sali-Tal, Siidrhodesien, und sofort per Flugpost nach Basel
spediert. Sie lieferten 0,9 g enithaarte Samen.

Von der Probe ¢ wurde nur ein kleiner Teil zur Priifung im Papierchromatogramm
extrahiert. Auch die Probe d konnte der geringen Menge wegen nur in Papierchromato-
grammen untersucht werden. Praparativ getrennt wurde bisher nur das Material aus
Indien (Proben a und b).

Extraktion der Droge. — Die Extraktion der Stengel (Probe a) erfolgte analog
fritheren Vorschriften®)1€) nach vorangehender «Fermentierung»?). Die Priifung
auf Alkaloide war negativ1®), die Prifung auf Cardenolide mit KEDDE-Reagens??)
war dagegen stark positiv. Die wie iiblich%)16) erfolgte Aufarbeitung gab die in
Tabelle 1 genannten Ausbeuten an rohen Extrakten. Die drei KEDDE-positiven
Extrakte (Ae-Extr., Chf-Extr. und Chf-Alk-(2:1)-Extr.) des Materials aus Indien
wurden auch orientierend am ‘isolierten Froschherz gepriift. Alle Extrakte wurden
ferner in Papierchromatogrammen (Systeme der Figuren 5-8) untersucht. Die Resul-
tate sind in Tabelle 1 eingesetzt.

Fiir die Untersuchung der Samen wurden als Vorprobe zuerst zwei kleine Por-
tionen des Materials aus Indien (Probe b) wie iiblich%)#%) mit und ohne Fermentie-
1ung aufgearbeitet. Dabei resultierten die in Tabelle 2 genannten Ausbeuten. Wie
daraus ersichtlich, ist bei den Samen durch die Fermentierung ein weitgehender Ab-
bau von stark polaren Glykosiden (unter Bildung atherldslicher Stoffe) eingetreten.

1) Wir danken Herrn Dr. I. B. PoLe-Evans auch hier bestens fiir dicses Material und seine zu-
sitzlichen Angaben.

16y a) J.v. Euw, H. HEess, P. SPE1sER & T. REICHSTEIN, Helv. 34, 1821 (1951); b} P.R. O. BaLLy,
K. Morr & T. ReicHsTEIN, Helv. 34, 1740 (1951).

18) Kleine Abweichungen vgl. Exper. Teil.

17} Ob beim Weichen mit Wasser ein fermentativer Abbau stattgefunden hat, wurde nicht gepriift
und ist sehr fraglich.

18) Gepriift mit MAVER’s Reagens, vgl. M. Frangois & L. G. BLaNc, C.r. hebd. Séances Acad.
Sci. 775, 169 (1922); G. KLEIN, Handbuch der Pflanzenanalyse 1V/3, 485, Wien 1933,

%) D. L. KEppEg, Diss. Leyden 1946; Pharmac. Tijdschr. 7947, 169; Ausfithrungsform nach
1. E. Busu & D. A. H. TavLOoR, Biochem. ]J. 52, 643 (1952). Dies Recagens gibt mit fast allen
Cardenoliden eine blauviolette Farbung. Empfindlichkeit im Pchr. ca. 0,02 mg.

24) S. RajacoraLaN, CH. TamMm & T. ReicustEIN, Helv. 38, 1809 (1955).
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Die Hauptmenge der Probe b wurde daher (in zwei Portionen) mit Fermentierung
extrahiert. In gleicher Weise wurde auch die kleine Probe d aus Stidrhodesien ver-
arbeitet. Uber die erhaltenen Ausbeuten orientiert Tabelle 3 (Diskussion der Resul-
tate siche weiter unten).

Tabelle 1. Ausbeuten an rohen Extrakten aus Stengeln?0)

P
530 g Probe a aus Indien 35 g Probe c aus

Siidrhodesien
Art = A-Extrakte = D-Extrakte

des Extraktes

A X Flecke Biol. X X Flecke

ing |in% | i pche®) | Aktiv.ze) | 08 |0 % | im pehrny
Pe 18,04 3,40 — 2,594 | 4,71 —
Ae®) 1,203 0,24 | 4,B,C, D, (B)| 0,1 0,077| 0,14 | 4, (C), (D)
Chi 1,925| 0,36 | B, C, D, (E) 0,2 0,099| 0,18 | C,F, D, (E)
Chi-Alk-(2:1) | 2,197 | 0,41 | L, (M), N, O, P |ca. 0,005 | 0,208} 0,38 | M, N, P

Tabelle 2. Ausbeuten an rohen Extrakien aus je 13,7 g Samenpulver (Probe b)
nach Extvaktion mit und ohne Fermentierung?®)

Art Ohne Fermentierung| Mit Fermentierung
kte
des Extraktes in mg in 9 in mg in %,
Pe 3700 26,2 3700 26,2
Ae 1,0 0,007 33 0,24
Chf 14,6 0,106 15 0,109
Chf-Alk-(2:1) 102,6 0,744 52 0,379

Praparative Trennungen. — Im Folgenden wird die Untersuchung der Extrakte
der indischen Pflanzen beschrieben. Die Pe-Extrakte (KEDDE-Reaktion negativ)
wurden nicht untersucht, die Chf-Alk-(2:1)-Extrakte (also die stark polaren Anteile)
wurden nur orientierend gepriift. Eine praparative Trennung erfolgte bei den Ae- und
Chf-Extrakten.

Untersuchung der Extrakte aus den Stengeln (A-Extrakte). - Der
Ae-Extrakt A zeigte im Papierchromatogramm bei Entwicklung mit KEppE-Rea-
gens 5 Flecke (A, B, C, D und E), von denen A am stdrksten war. Nach Chromato-
graphie an ALO, liess sich A in reinen Kristallen fassen. Auch eine Spur C-Kristalle
wurde erhalten. Auf die Isolierung der Stoffe B, D und E wurde hier verzichtet.

Der Chf-Extrakt A zeigte im Papierchromatogramm vier Flecke (B, C, D und E),
von denen D besonders stark war. Nach Chromatographie an Al,O, wurde D in reinen
Kristallen erhalten. Ausserdem kristallisierte eine kleine Menge eines Gemisches von
C und E. Eine Trennung der Reste wurde nicht durchgefiihrt.

20y Abkiirzungen fiir Losungsmittel usw. vgl. Einleitung zam Exper. Teil.

21) In Klammern schwache, kursiv starke Flecke.

22) QOrientierende Priifung am isolierten Froschherz. Wirkungsstirke im Vergleich mit Ouabain.
Wir danken der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, Basel, auch hier fiir dic Ausfithrung dieser
Priifung.

28) Gereinigt durch Verteilung zwischen 50-proz. Alk und Pe. Die Pe-l6slichen Anteile sind im
Gewicht des Pe-Extr. enthalten.
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Tabelle 3. Ausbeute an vohen Extvakien aus Samen nach Fermentierung )

1337 g Samen 261 g Samen 0,9 g Samen

Art aus Indien28) aus Indien26) aus Siidrhodesien

;1e5 Probe b  B-Extrakte Probe b  C-Extrakte | Probed E-Extrakte
Extraktes . o Flecke i . Flecke . e Flecke

g 10 % |impehr.2yy| M8 |18 % | penr 2y |0 ME |0 % |im pepy. 2
Pe 358,0 (26,77 — 68,38 26,2 — 139 159 -
Ae28) 2,749| 0,20 | C,F, H 037|014 [ C,F. H 371 042 | H
Chf 6,547 049 | C,F, H, 0,66 | 0,26 | C,F, H,1 1,81 0,20 | (O, F,
I K H %)
Chf-Alk- 9,239] 0,69 | (H), L, M,| 1,048 040} (H), L, M, 65| 0,75 | L, M, N,
(2:1) N, O P N,O, P O, P

Orientierende Untersuchung des Chf-Alk-(2:1)Extraktes A. Dieses Material zeigte
im System von Fig.7 fiinf Flecke (L, M, N, O und P). 1,51 g davon (= 364 g Holz)
wurden mit Takaamylase2) behandelt und anschliessend wie {iblich fraktioniert aus-
geschiittelt. Es resultierten die in Tabelle 4 genannten Ausbeuten (F-Extrakte). Es
ist daraus ersichtlich, dass ein merklicher Abbau von stark polaren Glykosiden statt-
gefunden hat, wobei teilweise dieselben Stoffe (A, B, C, D und E) entstanden sind,
wie sie schon in den Ae- und Chf-Extrakten-A gefunden wurden. Die pflanzeneigenen
Fermente der Stengel haben diesen Abbau somit nicht oder nur sehr unvollstindig
bewirkt.

Tabelle 4. Ausbeuten an Extvakten nach Fermentierung von 1,51 g Chf-Alk-(2:7)-Extr. A

Ae-Extr. F. | Chi-Extr. F | Chf-Alk-Extr. F
Menge in mg 49,1 77,0 4747
Flecke im Pchr. | 4, B, (D) |B, (C), D,E| (H), L, M, N, O, P

Untersuchung der Extrakte aus den Samen. — Der Ae-Exirakt B zeigte im
Papierchromatogramm drei Flecke (C, F, H). Die Hauptmenge der Substanz C liess
sich durch direkte Kristallisation fast rein gewinnen. Die eingedampften Mutter-
laugen wurden an SiO, chromatographiert und gaben neben weiteren Mengen von C
auch H in reinen Kristallen. Auf die Isolierung von F wurde hier verzichtet, da dieser
Stoff aus dem Chf-Extr. B in reiner Form erhalten werden konnte. In gleicher Weise
wurde der Ae-Extr. C getrennt.

Der Chf-Extrakt B zeigte im Papierchromatogramm fiinf Flecke (C, F, H, I und K).
Direkte Kristallisation gab Gemische, auch Chromatographie an Al,O, lieferte keine

25} Bei dieser Portion wurde keine Reinigung mit Pb(OH), durchgefiihrt.

26) Bei dieser Portion wurde wie {iblich®) mit Pb(OH), gereinigt. Vermutlich sind darum die
Ausbeuten an Rohextrakten etwas geringer.

27y In dem verwendeten System laufen H, I und K gleich; ob der H-Fleck hier auch I und K
enthielt, konnte nicht mebr gepriift werden.

) Ein Fermentpriparat aus Aspergillus oryzae, bezogen von der SCHWEIZERISCHEN FERMENT
AG., Basel.
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reinen Stoffe. Nach wiederholter Chromatographie an SiO, liessen sich C, F und H
in reinen Kristallen gewinnen. Subst. F wurde an Al,O, und SiO, leichter eluiert als C.
Im Papierchromatogramm liuft C schneller als F. Auf die Isolierung von I und K in
reiner Form wurde verzichtet. — Der Chf-Extrakt C verhielt sich gleich.

Orientierende Untersuchung der Chf-Alk-(2:1)-Extrakte B und C. Diese zwei Ex-
trakte wurden nur in Papierchromatogrammen untersucht. Sie zeigten sechs Flecke
(H, L, M, N, O und P, vgl. Fig. 7). Die relativen Laufstrecken dieser Substanzen,
bezogen auf a/-Dihydro-calotropagenin #) %) fiir das System Chf-Thf-Fmd-(50:50:6,5)/
Fmd )31, sind in Tabelle 5 zusammengestellt.

T - - — - -
£ [ [
o0
AN — ol —
EO© QHIK ) p
58 ko | (60
N o . -
P9 "9 | |wo O Nigge3fi
Ko
Otlepogenin
E |B 6O L
o © o 0] Arlﬂ:iarigemn "
" no @ Nigrescigenin o
AQ
I OStrephanthidin
v..b-z-=ooes |
Fig. 5 Fig. 6 Fig. 7 Fig. 8
Chf/Fmd  Chf/Fmd Chf-Th{-Fmd- To-Bu-(4:1)/W
(50:50:6,5)/Fmd?")
21/, Std. 24 Std. . 7 Std. 3 Std.

Fig. 5-8 sind Beispiele fiir die Kontrolle in Papierchromatogrammen, schematisiert aber mass-
getreu. Ausfilhrung nach frilheren Angaben®1)3?). Imprignierung des Papiers mit 359, des
Papiergewichtes an ruhender Phase3). Entwicklung mit Keopk-Reagens!?). Von Extrakten
wurden jeweils 0,25 mg aufgetragen, von reinen Kristallen jeweils 0,05 mg.

In Tabelle 6 sind die wichtigsten Eigenschaften und Reaktionen der fiinf in reinen
Kristallen isolierten Stoffe (A, C, D, F, H) zusammengestellt. Sie konnten alle mit
bekannten Cardenoliden identifiziert werden (vgl. Tabellen 5 und 6). A und D wurden
auch noch als krist. O-Acetylderivate charakterisiert. Die Identifizierung erfolgte

2%) C. H, HassarrL & K. REYLE, Chemistry & Ind. 7956, 487; J. chem. Soc. 7959, 85.

30) Von HassalL & REYLE®) als Dihydro-calotropagenin bezeichnet, was aber missverstindlich
ist. Wir verwenden die Vorsilbe al-Dihydro- fiir das Cardenolid mit reduzierter Aldchydgruppe
und en-Dihydro- fiir das Cardenolid mit gesdttigtem Lactonring.

31) F. Ka1sgr, Chem. Ber. 88, 556 (1955).

32) a) O. ScHINDLER & T. REICHSTEIN, Helv. 34, 108 (1951); b) H. HEGgEpUs, CH. TaAMM &
T. ReicHSTEIN, Helv. 36, 357 (1953); ¢) E. ScHENKER, A. HUNGER & T. REICHSTEIN, Helv.
37, 680 (1954).

33) B. FECHTIG, J. V. Euw, O. ScHINDLER & T. REICHSTEIN, Helv. 43, 1570 (1960).

58
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durch Mischproben, Papierchromatogramm und Farbreaktionen mit H,SO, (vgl.
Tabelle 14). Von C, F und H wurden auch UV.- und IR.-Spektren aufgenommen
(vgl. Tabelle 6 und Fig. 9-11). Durch Vergleich der Laufstrecken im Papierchromato-
gramm konnte ferner auch die Identitdt von B, I und K mit bekannten Cardenoliden
(vgl. Tabelle 5) sehr wahrscheinlich gemacht werden. Die Natur der sieben anderen
Stoffe (E, G, L, M, N, O, P) ist nicht aufgekldrt. Einige davon konnten D-Glucoside
von Vertretern der Gruppe A-K sein. In Tabelle 7 sind die erhaltenen Ausbeuten zu-

Tabelle 5. Relative Laufstrecken der in Pergularia extensa nachgewiesenen Cardenolide sowie von
4 Veygleichsstoffen in drei verschiedenen Systemen

Relative Laufstrecken im System
Bezeichnung
der Identifizierung Chf/Fmd | Chf/Fmd Chf-Thf-Fmd-
Flecke 3 Std. | 24 Std. (50:50:6,5)/Fmd
7 Std.
A Uzarigenin3) . . . . . . .. 2,63
B Corotoxigenin %) 1,50
C Calactin®)3?) , . . . . . . . . 1,00
D Coroglaucigenin3®) . . . . . . 0,32
E — 0,09
F Calotropin®)3?) . ., . . . . . . 0,84
G — 1,50
H Calotropagenin®)37)3%) . . . , | 0,13 1,00 1,81
I Calotoxin 36)37) e e e e 0,77
K al-Dihydro-calotropagenin 29)37)39) 0,32 1,00
L — 1,33
M — 0,73
N - 0,45
(6] — 0,23
P —~— 0,09
Vergleichs- | Strophanthidin®) . . . . . . .- 2,72
stoffe Nigrescigenin4l) . . . . . . . 1,70
Antiarigenin®) . . . . . . . . 1,46
Clepogenin®3) . . . . . . .. 1,12

) S. Rancaswami & T. ReicasTEIN, Helv. 32, 939 (1949).
35) O. ScHINDLER & T. REICHSTEIN, Helv. 35, 730 (1952), und frithere Lit. daselbst.

} G. Hessg, L. J. HEUsER, E. Htitz & F. REICHENEDER, Liebigs Ann. Chem. 566, 130 (1950);
G. Hrssk, H. FasoLp & W. GEIGER, ibid. 625, 157 (1959); G. Hessg, H. HErRTEL & K. Mix,
ibid. 625, 174 (1959).

37) 'Wir danken Herrn Prof. G. HEssE, Erlangen, auch hier bestens fiir das authentische Vergleichs-
préparat.
38) A. HuNGER & T. REICHSTEIN, Helv. 35, 1073 (1952), und frithere Lit. daselbst.

3%) G. HesseE, W. GEIGER & G. LETTENBAUER, Liebigs Ann. Chem. 625, 167 (1959), und friithere
Lit. daselbst.

40y Aus Samen von Strophanthus kombé.

41y E. ScHENKER, A. HUNGER & T. REICHSTEIN, Helv. 37, 1004 (1954).

42) R. P. MArTIN & CH. TamMm, Helv. 42, 696 (1959),und frithere Lit. daselbst.

43) R. TscCHESCHE, D. ForsTMANN & V. K. M. Rao, Chem. Ber. 97, 1204 (1958). — Wir danken
Herrn Prof. R. TscHESCHE, damals in Hamburg, auch hier bestens fiir das Priparat.
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Tabelle 6. Wichtigste Eigenschaften dev 5 in veinen Kristallen isolievten Stoffe?0)44)

Absorptions-
g | maximum
—~ J C. . 50"
Smp. 45) Anmalyse | 3 | | _ ﬂé - K i;n:nU‘(’io )e) IR.-
Stoff (krist. aus) passt | K M .'g"[: 2} § |af 4 (og Spek-
- N
(e]p auf g 4 %‘ :é o %D § ngo_g Bute- [Carbo.| frum
BEIES|EE| 5 B §|notid-| nyl-
MM | R & |& S |region region
A=TUzari- |244-258° (Me-Ae)| CuHe 0| — | — | = =] —
genin®) | [+ 12,2°42° Alk]
O-Acetyl-A | 260-269°
[+ 6,6 - 2° Chi]
C = Calactin |270-272° (An) CooHygOp | — — — — + 217 310 |Fig.9
6) [+70,4° 4 3°Me] (4,23) {(1,55)
D=Coro-  |248-256° (Me-Ae) - = =1 =1 =
glaucigenin?38) | [+ 25,8° 4 3° Me]
Di-O-acetyl-D | 216-220°
F = Calo- 234-240° (An) | CpH,0,| — | — | — | — | + | 217 | 305 |Fig. 10
tropin®®) | [+ 64,4° + 2°Me] 4,25) | (1,55)
H = Calotro- |248-255° (Me-Ae)| CyeHgpOg | — — — — — | 216 310 |Fig. 11
pagenin29)39) [ [ +45,6° 4 2° Me] (4,22) | (1,55)

sammengestellt; es wird dort auch eine grobe Schitzung?') der in den verschiedenen
Pflanzenteilen nachgewiesenen Cardenolide gegeben.

Diskussion der Resultate. — Wie aus den Tabellen 1 und 3 ersichtlich, gaben
die Pflanzen aus Stidrhodesien #hnliche Resultate wie die aus Indien. Merkliche

44) 4+ = positive, — = negative Reaktion. Leeres Feld = nicht bestimmt.

)

45) Bestimmt auf KorFLER-Block, korrigiert.

46) Ausfilhrung nach J.v. Euw & T. REICHESTEIN, Helv, 37, 883 (1948).

47) V. ARREGUINE & P. E. Pasquatis, Rev, Univ. nac. Cordoba 32, 439 (1945); P. BELLET, Ann.
pharmac. frang. 8, 471 (1950); M. PesEz, ibid. 70, 104 (1952). Diese Reaktion ist zum Nach-
weis von 2-Desoxyzuckern sehr geeignet.

48) Fluoreszenzreaktion zum Nachweis von 16-Hydroxy-, 16-Acetoxy- oder 16-Dehydro-carde-
noliden:

a) Mit 85-proz. HyPO, auf Porzellanplatte oder im Roéhrchen nach PEsgz, vgl. A. PeTIT,
M. Prsiz, P. BELLET & G. AMIAaRD, Bull. Soc. chim. France [5], 77, 288 (1950), sowie
P. BELLET, Ann. pharmac. frang. 8, 471 (1950); M. PEsEz, ibid. 8, 746 (1950).

b) Mit Trichloressigsiure auf Papier. K. B. JENSEN, Acta pharmacol. toxicol. 9, 99 (1953);
vgl. L. FauconNNET & K. KREIs, Pharmac. Acta Helv. 32, 253 (1957); D. Kurrer & L.
FavuconNET, ibid. 34, 277 (1959).

¢) Mit SbCl, auf Papier. HErB. JAGER, O. ScHINDLER & T. ReIcusTEIN, Helv. 42, 977 (1959).

49) Priifung auf Methylreduktinsiure nach G. Hessg, F. REICHENEDER & H. EVSENBACH, Liebigs
Ann. Chem. 537, 67 (1939).

50) Aufgenommen von den Herren G. RotzLER und K. StIicH auf einem UNicaM-SP-500-Spektro-
photometer mit Elektronen-Vervielfacher 1-P-28. :

51) Grobe Schitzung, soll nur die ungefihre Grossenordnung geben, auf Grund der Ausbeuten,
der Kristallisierbarkeit und der Stirke der Flecke im Papierchromatogramm.
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Tabelle 7. Ausbeuten dev in Kristallen isolievten Stoffe sowie Schitzung51)s2) der in den Pflanzen-
teilen wirvklich enthaltenen Mengen

530 g getrocknetes Holz 1337 g Samen
Probe a aus Indien Probe b aus Indien
Stoif Krist. isoliert | Gesch. Kristalle isoliert Gesch.
Gehalt Gehalt
inmg | in % | in % in mg in % | in 9%
A = Uzarigenin . . . . 74 0,014 | 0,03 — - —
B = Corotoxigenin®) . . — — 0,015 — — —
C = Calactin . . . . . 7 0,0013| 0,015 2062,6 0,154 | 0,5
D = Coroglaucigenin . . 37,6 | 0,007 | 0,03 — — —
E = nicht identif.5) . . - - 0,01 — — —
F = Calotropin . . . . — — — 307,7 0,023 | 0,1
G = nicht identif.5%) . . — - — - — 0,001
H = Calotropagenin . . - - — 193,1 0,014 | 0,04
I = Calotoxin%%) . . . . — — — - 0,01
K = al-Dihydro- Spur Gemisch
calotropagenin®®) . . — - — I+K — 0,005

quantitative und einige qualitative Unterschiede sind aber erkennbar. So waren im
Holz (Tabelle 1) die Stoffe B, L und O nur im indischen Material, und F nur im afrika-
nischen nachweisbar. In den Samen war bei den indischen Pflanzen C (= Calactin)
das Hauptprodukt und bei den afrikanischen F (= Calotropin).

Die in Pergularia extensa aufgefundenen Cardenolide zeigen die grosste Ahnlich-
keit mit denjenigen aus Calotropis procera R. BR. Insbesondere wurden Calactin und
Calotropin, die bei der thermischen Spaltung Methylreduktinsiure liefern3), bisher
noch nicht in andern Pflanzen aufgefunden. — Bei Calotropis procera findet sich aber
die Hauptmenge dieser zwei Stoffe im Milchsaft 3¢). In den Samen ) liess sich besten-
falls nur sehr wenig Calotropin und gar kein Calactin nachweisen, dafiir enthielten sie

% Calactin OPM 70

N Y™ aus Pergularia extensa -
N Y Fest in K Br

3 S

3

3

Z

Durohie

T T T T I T I

3 4 B 6 7 8 k] 0

Fig. 9. IR.-Absorptionsspekiven von Calactin, Smp. 245-255°, aus Pergularia extensa,
fest in K By5%)

Obere Kurve 0,64 mg pro Pastille. Untere Kurve (109, nach unten verschoben) 4,17 mg pro Pastille

52) Dort wo nur ein Teil der Extrakte zur Isolierung verwendet wurde, haben wir die Ausbeute
auf die ganzen 530 g Holz, resp. 1337 g Samen umgerechnet.
53) Nur papierchromatographisch nachgewiesen.
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viel Frugosid (ein Glykosid des Coroglaucigenins) und teilweise Spuren von Corotoxi-
genin. Bei Pergularia fanden sich Calactin und Calotropin vorwiegend in den Samen,
das Holz enthielt reichlich Uzarigenin und Coroglaucigenin.

100
J Calotropin OPM 10
* a0 aus Perguilaria extensa
%
§ 804
.f:é
e .
Fest in KBr
e 1850
12.6 58
0 T I T
2 B % 6

Fig. 10. IR.-Absorptionsspektven von Calotropin, Smp. 234-240°, aus Pergularia extensa,
fest in K Br54)

Obere Kurve 0,46 mg pro Pastille
Untere Kurve (um 109, nach unten verschoben) 4,17 mg pro Pastille

100 P
de
< a0 1] o calotropagenin [OPM 11}
BN o | I® thox 1 3us Perguiaria extensa
3 S LR ! (]
-§>sg— & ' BN R‘&E\:"i i h’ﬁgg% 9
BX & 3 w
2 13 HITR VAN SRS YV
AR sll|gf | TNF (T LA
t NN ) ]
oy S| SHI§ N %R ‘ 3 7
S SRR & eosl S
s ) N 8
204 & X i
I .
< & Fest in KBr 185
& N
S 7.6.58
0 . N : - , . —
3 4 5 8 7 8 9 10 kil 12 3 “ %

Fig. 11. IR.-Absorptionsspektven von Calotropagenin, Smp. 248-255°, aus Pergularia extensa,
fest in K Br54)

Obere Kurve 0,81 mg pro Pastille
Untere Kurve (um 109, nach unten verschoben) 3,85 mg pro Pastille

In den Fig. 9-11 sind die IR.-Spektren von Calactin, Calotropin und Calotropage-
nin wiedergegeben. Beim Calactin und Calotropagenin (Fig.9 und 11) ist die CH-
Schwingung der Aldehydgruppe bei 3,68 u sehr deutlich, beim Calotropin (Fig. 10)
nur als schwache Zacke sichtbar. Dies ldsst vermuten, dass die Aldehydgruppe wenig-
stens in den ersten zwei Stoffen weitgehend in freier Form (nicht als Halbacetal) vor-
liegt. Von den iiblichen Banden der Butenolidgruppe (ca. 3,25; 5,50; 5,75 und 6,18 y)
ist nur die letztgenannte iiberall deutlich. Die sonst sehr starke 5,75-u-Bande ist nur
in Fig. 10 deutlich, in Fig. 9 nur als kleine Zacke und in Fig. 11 kaum erkennbar.
Dafiir tritt tiberall eine CO-Bande bei ca. 5,83 u auf.

In Fig. 7 und Tabelle 5 sind am Schluss die Laufstrecken von vier Geninen ange-
geben, die dhnliche Polaritit wie H, L und K zeigen. Wie ersichtlich, lassen sie sich
aber von diesen differenzieren.

54) Aufgenommen von den Herren G. Ro1zLER und K. STicH mit einem PERKIN-ELMER double
beam IR.-Spektrophotometer Mod. 21 mit NaCl-Prisma.
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Der eine von uns (O. P.M.) dankt dem MINISTRY OF EDUCATION, GOVERNMENT OF INDIA, auch
hier bestens fiir ein Stipendium, das ihm die Ausfiihrung dieser Arbeit in Basel ermoglichte.
Ferner danken wir dem BUNDESAMT FUR INDUSTRIE, GEWERBE UND ARBEIT, Bern, fiir einen
Beitrag an die Materialkosten aus Arbeitsbeschaffungskrediten des Bundes zur Férderung der
wissenschaftlichen Forschung. Herrn Dr. E. WE1ss danken wir fiir seine Hilfe bei der Korrektur
des Manuskripts.

Experimenteller Teil

Alle Smp. sind auf dem KorLER-Block bestimmt und korrigiert. Fehlergrenze in beniitzter
Ausfithrungsform bis 200° 4+ 2°, dariiber + 3°. Substanzproben zur Bestimmung der opt. Dre-
hung und zur Aufnahme der UV.- und IR.-Spektren wurden 1 Std. bei 60-70° und 0,02 Torr
getrocknet, zur Analyse, wo nichts anderes vermerkt, 5 Std. bei 110° und 0,01 Torr iiber P,O;,
mit Einwaage im Schweinchen. Ublichc Aufarbeitung bedeutet: Eindampfen im Vakuum, Auf-
nehmen in Chf oder Chf-Ae-(1:4), je zweimal Waschen mit 28 HCl, 2~ Na,CO; und Wasser,
Trocknen iiber Na,SO, und Eindampfen im Vakuum, Die Adsorptionschromatographie wurde
nach der Durchlaufmethode5s) an alkalifreiem Al,04%) oder SiO,%7) ausgefiihrt. Die Papier-
chromatographie3!)??), Keppe-Reaktion®) und Farbreaktionen mit H,SO,%) nach friiheren
Angaben.

Es wurden die folgenden Abkiirzungen beniitzt: (Ac),0 = Acetanhydrid, AcOH = Eisessig,
Ae = Diithylather, Alk = 96-proz. Athanol, An = Aceton, Be = Benzol, Bu = #»-Butanol,
Chf = Chloroform, Di = Dioxan, Fmd = Formamid, Fr = Fraktion{en), Me = Methanol, ML =
cingedampfte Mutterlauge, Pchr. = Papierchromatographie und Papierchromatogramm(c), Pe =
Petrolither, Py = Pyridin, Thf = Tetrahydrofuran, To = Toluol, W = Wasser. Verhiltnis-
zahlen beziehen sich, wo nichts anderes erwahnt, auf Volumteile.

Untersuchung des Holzes

Probe a. 530 g getrocknete Stengel aus Indien wurden zerkleinert und portionsweise im
«Turmix» mit insgesamt 2000 ml W fein gemahlen. Der Brei wurde mit 20 ml To versetzt und
2 Tage unter CO, verschlossen bei 37° stehengelassen. Dann wurde mit 2000 ml Alk vermischt
und 16 Std. bei 40° stehengelassen. Es wurde durch gewaschenes Kieselgur (Celite 535)%%) ab-
genutscht und der Riickstand noch 8mal mit wisserigem Alk von steigender Konzentration,
zuletzt mit 96-proz. Alk analog bei 40° extrahiert. Der verbliebene Riickstand war nicht mehr
bitter und wurde verworfen. Die vereinigten Extrakte wurden im Vakuum bei 50° auf 1000 ml
eingcengt, mit 1000 ml Alk versetzt und 4mal mit je 2000 ml Pe ausgeschiittclt. Die Pe-Ausziige
wurden 2mal mit je 1000 ml 50-proz. Alk im Gegenstrom geschiittelt, getrocknet und eingedampft.
Von den vereinigten wisserig-alkoholischen Lésungen (2850 ml) wurden 60 ml zur Priifung auf
Alkaloide verwendet (vgl. unten). Die Hauptmenge wurde wie tiblich!®) mit Pb(OH), gereinigt
und bei pH = 6 im Vakuum auf 500 ml eingeengt. Dann wurde wie iiblich mit Ae, Chf und Chi-
Alk-(2:1) erschépfend ausgeschiittelt. Der rohe Ae-Extrakt wurde in 20 ml 70-proz. Me aufgenom-
men und 3mal mit je 20 ml Pe gewaschen. Die Pe-Losungen wurden im Gegenstrom 3mal mit je
10 ml 70-proz. Me geschiittelt. Nach Trocknen und Eindampfen gaben sie noch 70 mg Pe-15sliches
Material. Die Ausbeuten (A-Extrakte) vgl. Tabelle 1. In gleicher Weise wurde Probe ¢ aus Siid-
Rhodesien extrahiert (D-Extrakte).

" Priifung auf Alkaloide. 60 ml der oben genannten, von Fett befreiten, wisserig-alkoholischen
Losung (= 11,2 g Holz) wurden im Vakuum auf 25 ml eingeengt, mit fester K,CO, bis zur deut-
lich alkalischen Reaktion versetzt und 4mal mit 20 ml Chf ausgeschiittelt. Die Chf-Ausziige wur-
den 2mal mit 2~ HCl und 2Zmal mit W gewaschen, getrocknet und eingedampft; der Riickstand
wog 0,804 g. Die HCl-Ausziige und Waschwisser wurden mit K,CO, bis zur alkalischen Reaktion
auf Phenolphtalein versetzt und erneut mit Chf ausgeschiittelt. Die mit wenig W gewaschenen
und getrockneten Chf-Extrakte hinterliessen beim Eindampfen 10,9 mg Riickstand. Dieser gab
mit MavyER’s Reagens!®) keine Fillung.

55) T. REICHSTEIN & C. W. SHOPPEE, Discuss. Farad. Soc. 7, 305 (1949).

%) WorLM neutral auf Aktivititsstufe 2-3 abgeschwicht.

57) Silicagel «zur Chromatographie», Korngrosse 0,15-0,3 mm.

58) Produkt der JoHNsS-MANVILLE INTERNATIONAL CORPORATION, New York.
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Tabelle 8. Chromatographic von 0,77 g Ae-Extr. A an 30 g 41,04

Eindampfriickstand
Fr.- Losungsmittel roh Kiristalle
Nr. je 100 ml pro Fr.
Menge| Flecke |Menge S Flecke
in mg [imPchr.2l)| in mg P-  [imPchr.2)
1 Be-Chi-(75:25) 31,5 negativ| — —
2 e e 48,6 | A 13,4 | 239-247° A
3 » s -(50:50) 311 8,8 | 246-257° A
4 b e e 2681 A 4,8 | 253-258° A
5-7 o s 450 A, B — —
8 s 9,2 — —
9-14 | Chf 117 B — —
15-21 | Chf-Me-(99,5:0,5) bis -(99:1) 883 | D — —
22-26 | Chf-Me-(98:2) bis -(95:5) 41,1 | (E) — —
27-34 | Chf-Me-(90:10) bis -(60:40) 78,7, C, (D) — —
35 | Gemisch*)+0,5% AcOH 11,1 | C, (D) - - N
36 " ’ " 732 C 7 |206-211° Cc
37-40 " +1-29% 12,8 | C —
*) Gemisch gleicher Mengen Chf, Me und Athylacetat.

Untevsuchung des Ae-Extvakts A. 0,776 g des gereinigten Ae-Extr. A (= 310 g Holz aus Indien)
wurde an 30 g Al,O; chromatographiert. Vgl. Tabelle 8.

‘Wie ersichtlich, war die Trennung relativ gut. Es wurde aber nur A (27 mg) und wenig C in
Kristallen erhalten. Die anderen Fraktionen enthielten offenbar noch relativ viel KEDDE-negatives
Material. Unter Beriicksichtigung der Stirke der Flecke im Pchr. erlaubt die Tabelle eine relativ
gute Schitzung der vorhandenen Mengen. Eine weitere Trennung dieses Materials erfolgte nicht.

Untersuchung des Chf-Extrakts A. 1,570 g Chi-Extr. A (= 420 g Holz aus Indien) wurden
an 50 g Al,O, chromatographiert, vgl. Tabelle 9.

Tabelle 9. Chromatographie von 1,57 g Chf-Extr. A an 50 g Al,0,

Eindampfriickstand
Fr.- L3sungsmittel roh Kristalle
Nr. je 160 ml pro Fr.
Menge| Flecke |[Menge| Flecke
in mg | im Pchr. | in mg Smp. im Pchr.
1-2 | Be-Chf-(20:80) 51,7 | negativ| — —
3 | Chf 19,3 — —
14-7 . 644 | B, D 24,8 | 228-246°y B, D
8-9 ’ 20,9 - — -
10 v 11,2| D 2,0 | 245-256°| D
11-12 | Chf-Me-(99,5:0,5) | 42,2 | D 18,3 | 233-245°| D
13-14 ) ,, ,,-(99:1) 94,1 | D 10,4 | 245-256°| D
15-17 | ,, ,, -(98:2) 66,8 — — -
18-20 | ,, ., -(95:5) 106,3| C, E — — —
21-23 | ,, ,,-(90:10) 623| C,E - — —
24-27 | ,, ,,-(75:25) 137,1 | C, (E) 2,0 | 246-252°| C, E
28-30( ,, ., " 69,8 | C, (E) — — -
31| ,, ,, -(60:40) 12,7 — — —
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Osazonprobe nach HEssSE ef al.%?) bei Kristallgemisch aus Fr. 24-27 positiv. Eine weitere
Trennung wurde mit diesem Material nicht durchgefiihrt.

Ovientierende Priifung des Chf-Alk-(2:1)-Extrakts A. 1,54 g Chi-Alk-(2:1)-Extr. A (= 364 g
Holz aus Indien) wurden in 150 ml W aufgenommen, die triibe Losung mit 3 g Takaamylase?8)
versetzt, nach griindlicher Durchmischung 1 ml To zugegeben und unter CO, verschlossen 5 Tage
bei 37° unter 6fterem Durchschiitteln stehengelassen. Dann wurde mit 1000 ml abs. Alk versetzt
und durch eine diinne Schicht gewaschenes Kieselgur (Celite 535)3%8) filtriert. Das leicht triibe
Filtrat wurde im Vakuum auf 30 ml eingeengt, mit 300 ml abs. Alk versetzt und nochmals fil-
triert. Die klare Lésung wurde im Vakuum auf 30 ml eingecngt, mit 100 ml W versetzt und im
Vakuum ganz vom Alk befreit. Dann wurde je 3mal mit Ae, Chf und Chf-Alk-(2:1) ausgeschiittelt
und wie iiblich gewaschen. Ausbeuten vgl. Tabelle 4.

Unteréuchung der Samen

Vorversuche. 290 g enthaarte Samen (Probe b aus Indien) wurden fein gemahlen und bei 20°
erschopfend mit Pe entfettet. Es resultierten 76,06 g Pe-Extr. (verworfen) und 211 g entfettctes
Samenpulver.

1) Vorversuch ohne Fermentierung. 10 g entfettetes Samenpulver (= 13,75 g Samen) wurden
mit 50 ml Alk 45 Min auf 70° erwdrmt, dann wurde durch eine diinne Schicht gewaschenes Kiesel-
gur (Celite 535%8)) filtriert. Der Riickstand wurde noch 2mal gleich, dann noch 9mal mit Alk
fallender Konzentration (zuletzt 50-proz.) bei 70° extrahiert. Der verbliebene Riickstand war
nicht mehr bitter und wurde verworfen. Die wisserig-alkoholischen Auszlige wurden im Vakuum
unter CO, auf 25 ml eingeengt, mit 25 ml Alk versetzt und 3mal mit Pe ausgeschiittelt. Die Pe-
Ausziige gaben wenig griines Ol (verworfen). Die wisserig-alkoholische Phase wurde wie iblich 15 2)
mit Pb(OH), gereinigt, dann bei pH = 6 auf 20 ml eingeengt und fraktioniert mit Ae, Chf und
Chi-Alk-(2:1) ausgeschiittelt. Ausbeuten vgl. Tabelle 2 .

2) Vorversuch mit Fermentierung. 10 g entfettetes Samenpulver wurden mit 60 ml W ange-
teigt, mit 0,6 ml To versetzt und unter CO, verschlossen 4 Tage bei 37° stehengelassen. Dann
wurde mit 60 ml Alk versetzt, auf 50° erwirmt und durch eine diinne Schicht gewaschenes
Kieselgur filtriert. Der abgehobene Samenbrei wurde noch 14mal mit Alk steigender Konzen-
tration bei 50° extrahiert. Weitere Verarbeitung wie oben gab die in Tab. 2 genannten Ausbeuten,
Die restlichen 190 g entfettetes Samenpulver (= 261 g Samen aus Indien) wurden genau gleich
(mit Fermentierung) extrahiert; Ausbeuten Tab. 3 (C-Extrakte).

Extraktion dev Hauptmenge. 2340 g Samen (Probe b aus Indien) wurden wie oben mit Pe ent-
fettet und lieferten 565 g griines Ol (verworfen) sowie 1750 entfettetes Samenpulver. Von letz-
terem wurden 1000 g (= 1337 g Samen) mit Fermentierung extrahiert. Auf Pb(OH),-Reinigung
wurde hier verzichtet, sonst gleich verfahren wie bei Vorversuch 2). Ausbeuten vgl. Tab. 3
(B-Extrakte).

Tabelle 10. Chromatographie von 1,87 g ML des Ae-Extr. B an 55 g Si0,

Eindampfriickstand
Fr.- | Loésungsmittel roh Kristalle
Nr. [je 200 ml pro Fr Weitere
Menge| Flecke |Menge Flecke Verarbeitung
in mg | im Pchr. | in mg Smp. im Pchr.
1-17 | Chf 673,8 | negativ| — — — verworfen
18-20 | Chf-Me-(99:1) | 62,4 . - - — .
21 ,, v, 26,5 C, F — — — nicht getrennt
22} ,, ,,-(98:2) | 780y C, F 2 ca. 230° | C, (F)
23-25| ., ., . |2796 182,8 [231-241°| C, (F) } Endpr.
2 ,, .. . 20,4 — — — nicht getrennt
27-28% ,, ,, ., 451 | H 19,5 | 248-250°| H
29-30| , ,,-(95:5) |166,9| H 62,7 | 247-251°| H } Endpr.
31-321 ,, ., ., 76,4 — — —
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Untersuchung der Ae-Extrakie. — 1) Der Ae-Extr. B (2,749 g) gab aus Me-Ae 701,4 mg krist. C
(= Calactin), nach Pchr. rein. Die ML (1,87 g) wurde in Chf gelost und an 55 g SiO,, das mit 8 g
AlO4 iiberschichtet war, chromatographiert (Tab. 10).

2. Der Ae-Exty. C (370 mg) gab aus Me-Ae 147 mg C (Calactin), das noch wenig F enthielt.
63,3 mg davon wurden auf 20 Papierblidttern im System Be-Chf-(3:7)/Fmd priparativ getrennt5?)
(Entwicklungszeit 15 Std.). Die Eluate der C-Zonen gaben nach Chromatographie an SiO, 37,4 mg
weissen Schaum und aus Me-Ae 17,3 mg reines C in farblosen Blidttchen, Smp. 240-248°. Die
Eluate der F-Zonen lieferten nach  Chromatographie an SiO, 10,8 mg Rohprodukt, das im Pchr.
noch die beiden Flecke C und F zeigte. Auf eine Trennung wurde verzichtet.

Tabelle 11. Chromatographie von 3,31 g Kristaligemisch aus Chf-Extr. B an Al,0,

Eindampfriickstand
Fr.- Losungsmittel
Nr. 330 ml pro Fr. Menge Flecke Weitere
in mg im Pchr. Verarbeitung
1-3 Chf-Be-(90:10) 16,4 Gruppe I, nicht
4-9 Chf 810,7 C, F getrennt
10-28 Chf bis 1177 C, T, (H) Gruppe 11
Chif-Me-(99:1) Chromatogr. an
SiO,, Tab. 12
29-38 Chf-Me-(98:2) 584 C, (H), (I), (K) | Gruppe III
bis -(95:5) Chromatogr. an
SiO,, Tab. 13
39-42 Chf-Me-(95:5) 48 Gruppe IV,
bis -(90:10) nicht getrennt
Total 2576,1

Tabelle 12. Chromatographie von 1,177 g Kvistallgemisch Gv. 11 von Tabelle 17 an 36 g Si0,

Eindampfriickstand
Fr.- Lgsungsmittel roh Kristalle
Nr. 120 m! pro Fr. Weitere
Menge| Flecke | Menge S Flecke Verarbeitung
in mg | im Pchr. | in mg ™P | im Pchr,
1-14 | Chi 16,8 negativ — — —_ verworfen
15-23 v 1874 | F, (O) — — — nicht getrennt
24 | Chf-Me-(99,5:0,5) | 72,2 | F,C — — — " v
Endpr.; ML zur
i;‘gé o 2;(25’2 g (F) =704,5 248-257°| C, (F) }nochmaligen
A oo o(99:1) ’ Chromatogr.
Y 164 | C, (H) — — - nomal
38-39 | ,, ,, -(98:2) 233 CH - - - ‘é‘}’f mat‘ge
40-41 | ,, ,, -(96:4) 253 | Husw.| — - - TOmatogr.
Endpr.; ML zur
42 10,3 ;
1 ’y ” 1 » 2 o © h 1
43-46 o (90-10) 133 . : 4,0 | 251-256 H nochmaligen
Chromatogr.

Die Kristalle aus Fr. 25-36 waren fast reines C, enthielten nur eine Spur F.

59) E. v. Arx & R. NEHER, Helv. 39, 1664 (1956).
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Uwntersuchung dev Chf-Extrakte. — Der Chf-Exty. B (6,543 g) gab aus Me-Ae 3,31 g Kristalle,
Smp. 228-235°, die im Pchr. noch die Flecke C, F, H, I und K zeigten. Die ganze Kristallmenge
wurde an 100 g Al,O, (Aktivititsstufe 2)%%) chromatographiert, wobei jedoch nur eine sehr geringe
Trennung eintrat. Das Eluat wurde in vier Gruppen zusammengefasst (Tab. 11), von denen nur
die Gruppen II und II1 weiter getrennt wurden, vgl. Tab. 12 und 13.

Tabelle 13. Chvomatographie von 0,584 g Kristallgemisch Gr. I1I von Tabelle 11 an 17,5 g Si0,

Eindampfriickstand
Fr.- Losungsmittel roh Kristalle
Nr. je 60 ml pro Fr. Weitere
Menge| Flecke |Menge s Flecke | Verarbeitung
in mg| im Pchr, | in mg MP | im Pchr.
1-16 | Chf 201 | (F) - - - nochmalige
17 | -, 11,9 | C, (B — - — Chromatogr.
18-21 | ,, 694 | C, (F) 48,3 C, (F) .
22-35 | Chi-Me-(99,5:0,5) } MI. fix noch-
bis -(99:1) 4421 | C 377,1 | 243-250°| C malige Larom.
36-37 | Chf-Me-(99:1) 13,7 CH — - —
38 | ., ,, -(98:2) 9,1 — — — nochmalige
39-44 s s -(98:2) Chromatogr.
blS -(90:10) 40,0 H I, K — — —

Die Kristalle aus Fr. 22-35 waren sehr reines C. Von den ML der 3,31 g Kristalle aus
dem chf-Extr. B wurden 2,85 g an 80 g SiO,, das mit 5 g AL, O, iiberschichtet war, chroma.to-
graphiert. Fraktionen je 300 ml.

Die Fr.1-15 (208 mg, eluiert mit Chf und Chf-Me-(99:1)) waren ein amorphes Gemisch
(nicht getrennt).

Fr. 16 (411,4 mg, eluiert mit Chf-Me-(98:2)) gab aus Chf-Pe 307,7 mg krist. F, Smp. 221-230°,
nach Pchr. rein.

Die Fr. 17-18 (1107,9 mg, eluiert mit Chf-Me-(98:2)) gaben aus Methanol-Ather 809,5 mg
Kristallgemisch F (C) (nicht getrennt).

Fr. 19 (105,7 mg, eluiert mit Chi-Me-(98:2)) gab analog noch 43,7 mg Kristallgemisch C (F)
(nicht getrennt).

Fr. 20 (33 mg, eluiert mit Chf-Me-(98:2)) gab aus Me-Ae 4,8 mg reines C,

Fr. 21 (13,4 mg, eluiert mit Chf-Me-(98:2)) blieb amorph.

Die Fr. 22-24 (321,8 mg, eluiert mit Chf-Me-(95:5)) gaben aus An-Ae 106,9 mg fast reine
Subst. H, die noch ein wenig I enthielt.

Die Fr. 25-30 (232 mg, eluiert mit Chf-Me-(90:10)) enthielten nach Pchr. H, I und K. Sie
wurden nicht getrennt.

Der Chf-Extr. C gab aus Me-Ae 284,4 mg Kiristalle, die ebenfalls an SiOy chromatographiert
wurden und ganz analoge Resultate lieferten.

Beschreibung der isolierten Stoffe
Subst. A = Uzarigenin aus Pergularia extensa. Aus Me-Ae farblose, vierkantige Prismen,
Smp. 2 44-258°, [a)¥¢ = + 12,2° 4+ 2° (¢ = 1,12 in Alk). Nach Mischprobe, Pchr. und Farbreak-
tionen mit 84-proz. H,SO, identisch mit authentischem Uzarigenin.
CyaH3yO4 (374,5)  Ber. C 73,76 H 9,159, Gef. C73,63 H 9,519,
Acetyldevivat. 27,1 mg Subst. A wurden mit 0,5 ml abs. Py und 0,3 ml (Ac),0 18 Std. auf 37°

erwarmt. Ubliche Aufarbeitung gab 26,3 mg Rohprodukt. Aus Chf-Pe 16,5 mg hexagonale oder
rhombische Blattchen. Nach Umkristallisieren 13,9 mg, Smp. 260-269°, [a]fba = +6,6° 4+ 2°

69) H, BROCKMANN & H. ScHODDER, Ber. deutsch. chem. Ges. 74, 73 (1941); G. HessEg, 1. DaNieEL
& G. WoHLLEBEN, Angew. Chem. 64, 103 (1952).
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(¢ = 1,36 in Chf). Nach Mischprobe und Farbreaktionen identisch mit authentischem 3-O-Acetyl-
uzarigenin.

Subst. C = Calactin aus Pergularia extensa. Aus Me-Ae farblose sechseckige Blittchen, aus
An kleine Prismen, Smp. 270-272°, [oz]%" = +70,4° 4 3° (¢ = 0,79 in Me). Nach Mischprobe,
Farbreaktionen und Pchr. identisch mit authentischem Calactin aus Calotropis procera. UV.- und
IR.-Spektren sowie Priifung auf Zucker usw. vgl. Theoret. Teil. Der Stoff blieb unverindert bei
Behandlung mit Schneckenferment, mit 0,55 H,SO, und 5-proz. KHCO, in wisserigem Methanol
bei 20°. Gewichtsverlust bei Trocknung 2,68%. Der Stoff war N- und S-frei.

CyolLyyOy (532,6) Ber. C65,39 H 7,57 027,04%  Gef. C6519 H 7,98 O 27,619,

Chloroformverbindung aus Chf-Pe: Smp. 234-246°, Gewichtsverlust bei Trocknung 1,1%,.

CypHygOp+ 1/2 CHCl, Ber. C 59,80 H 6,84 0 24,3 Cl 9,06%
(592,3) Gef. ,, 5896 ,, 7,19 ,, 23,8 ,, 10,329

Acetyl- und Benzoyl-Derivat blieben auch nach Chromatographie amorph.

Subst. D = Coroglaucigenin aus Pergularia extensa. Aus Me-Ae feine, farblose, verfilzte
Nadeln, Smp. 248-256°, [oc]]zj" = +25,8° & 3° (¢ = 0,78 in Me). Nach Mischprobe, Farbreak-
tionen und Pchr. identisch mit authentischem Coroglaucigenin.

Acetylderival. 4 mg Subst. D wurden wie oben acetyliert. Das Rohprodukt gab aus Alk-Ae
farblose rechteckige Blittchen, Smp. 216-2220°. Nach Mischprobe, Farbreaktionen und Pchr.
(System: Be-Fmd, 21/, Std.) identisch mit authentischem Di-O-acetyl-coroglaucigenin,

Subst. F = Calotropin aus Pergularia extensa. Aus An farblose, zu Rosetten vereinigte Blatt-
chen, Smp. 234-240°, [oc]2DE = +64,4° + 2° (¢ = 1,06 in Me). UV.-, IR.-Spektren und Reaktionen
vgl. Theoret. Teil. Nach Mischprobe, Farbreaktionen und Pchr. identisch mit authentischem
Calotropin aus Calotropis procera. Gewichtsverlust bei Trocknung 2,29,.

CyoHy O, (532,6) Ber. € 65,39 H 7,57 O 27,049  Gef. C6512 H 7,75 O 27,239,

Subst. H = Calotropagenin aus Pergularia extensa. Aus Me-Ae farblose Wiirfel, Smp. 248-
255°, [az]zD‘s = +45,6° 4- 2° (¢ = 1,06in Me). Nach Mischprobe, Farbreaktionen und Pchr identisch
mit authentischem Calotropagenin. UV.-, IR.-Spektren und Reaktionen vgl. Theoret. Teil.

Cy3Hg,O4 (404,5) Ber. C 68,29 H 7,979  Gef. C 68,09 H 8,039,
Tabelle 14. Farbreaktionen mit 84-proz. H,SO, (R = Rand)

Zeit Subst. C Subst. F Subst. H
in Min. = Calactin = Calotropin |=Calotropagenin|
1 zitronengelb zitronengelb gelb
2 gelb gelb gelb
5 gelborange gelborange dunkelgelb
10 orange orange dunkelgelb
15 orange, orange, dunkelgelb,
violetter R violetter R violetter R
30 violett violett violett
60 blass rosa blass rosa blass rosa
120 fast farblos fast farblos fast farblos

Die Mikroanalysen wurden unter der Leitung von Herrn E. THoMMEN im Mikrolabor des

Instituts ausgefiihrt.

ZUSAMMENFASSUNG

Die Stengel von Pergularia extensa (JacQ.) N.E.Br. aus Indien enthielten
zahlreiche Cardenolide. In reinen Kristallen wurden daraus Uzarigenin (A) und Coro-
glaucigenin (D) isoliert. Papierchromatographisch liessen sich 8 weitere Cardenolide
(B,C,E,L, M, N, O, P) nachweisen. Von diesen zeigten B und C gleiche Laufstrecken
wie Corotoxigenin und Calactin. Die Samen derselben Pflanze aus Indien lieferten
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Calactin (C), Calotropin (F) und Calotropagenin (H) in Kristallen. Papierchromato-
graphisch waren 8 weitere Cardenolide (G, I, K, L, M, N, O, P) nachweisbar. Von
diesen zeigten I und K Laufstrecken wie Calotoxin und al-Dihydio-calotropagenin.

Bei Pergularia aus Stidrhodesien liessen sich papierchromatographisch in den
Stengeln A, C, D, E, F, M, N und P, und in den Samen C, F, H, L, M\, N, O und P

nachwelsen Organisch-chemisches Institut der Universitit Basel

106. Reduktiver Abbau von Calactin zu einem Trihydroxy-lacton
Cy;H,40, (Desoxo-dihydrocalotropagenin?) und Vergleich desselben
mit Hydrierungsprodukten von Digoxigenin und Sarmentogenin?')

Glykoside und Aglykone, 228. Mitteilung?)
von O.P.Mittal, Ch. Tamm, Ek. Weiss und T. Reichstein
(7. 111 62)

Aus dem Milchsaft von Calotropis procera R. Br. (Asclepiadaceae) konnten HESSE
und Mitarb.3)4)%) fiinf krist. glykosidische Giftstoffe isolieren, ndmlich Calactin, Calo-
toxin, Uscharin, Voruscharin und Uscharidin. Aus den Stengeln und Blittern der-
selben Pflanze wurden Calotropin und Calotropagenin erhalten®). Das Letztere stellt
das gemeinsame Aglykon der sechs anderen Stoffe dar#)?). Fiir Calotropagenin,
CpyHyoO,, ist von HassarL & REevie®) Formel I vorgeschlagen worden. Nach
Hesse und Mitarb.®)1%) kénnte sich die im Ring C angenommene Hydroxylgruppe
aber auch in 11-Stellung befinden, so dass sie vorldufig IFormel II vorziehen'). Diese
Formel ist aber keineswegs bewiesen, sondern stiitzt sich vor allem auf folgende
Befunde:

Calotropagenin und die oben genannten Derivate zeigen digitalisartige Wirkung?4).
Sie liefern bei der Dehydrierung mit Selen unter anderem den Di1Ers’schen Kohlen-
1) Auszug aus Diss. O. P. MrrraL, Basel 1958,
2y 227. Mitteilung: O. P. MittaL ,CH. TamMM & T. REICHSTEIN, Helv. 45, 907 (1962).
3) G. HessE, F. REicHENEDER & H. EvseENBacH, Liebigs Ann. Chem. 537, 67 (1939).
) G. HessE, L. J. HEUSER, E. HU1z & F. REICHENEDER, Liebigs Ann. Chem. 566, 130 (1950).
) G. HessE & G. LETTENBAUER, Angew. Chem. 69, 392 (1957).
) G. HessE & F. REICHENEDER, Licbigs Ann. Chem. 526, 252 (1936).
)
)
)
)
)

-~ @ R

G. HessE & G. LETTENBAUER, Liebigs ‘Ann. Chem. 623, 142 (1959).

C. H. HassarLr & K. ReYLE, Chemistry & Ind. 7956, 487; J. chem. Soc. 7959, 85.

W. GEIGER, G. HEssE, G. LETTENBAUER & H. SCHILDKNECHT, Naturwiss. 44, 328 (1957).

G. HessgE, W. GEIGER & G. LETTENBAUER, Liebigs Ann. Chem. 625, 167 (1959).

11le¢- und 123-Hydroxycardenolide lassen sich durch die Fluoreszenzreaktion mit Trichlor-

essigsiure-«Chloramin T» nach JENSEN!?) unterscheiden. Sarmentogenin (XI) gibt eine gelbe

und Digoxigenin (VIII) eine hellblaue Fluoreszenz. Calotropagenin liefert ebenfalls eine hell-

blaue Firbungd), was fiir die 12-Stellung (Formel I) spricht.

12) K. B. JENSEN, Acta pharmacol. toxicol. (Kopenhagen) 9, 99 (1953); K. B. Jensen & K.
TENNGE, J. Pharmacy Pharmacol. 7, 334 (1955).

13) Ausgefithrt von C. JUSLEN.
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