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Diese Reaktion konkurriert aber erfolgreich mit der Anlagerung einer zweiten
Molekel HZ:
B + + W2t +
M:"NH,-(CH,),-NH, —> NHa—(CHz)x~NHz-;§Mi:NHa—(CHz)x—NHa
Die Fig. 21 illustriert die Konzentrationsverhiltnisse, mit denen Hg2?+, HgH-
Pentam3+, HgPentam?*+ und Hg(HPentam),*+ nebeneinander auftreten, wenn in
einer Lésung des Diammoniumsalzes, die etwas Quecksilber(II) enthilt, der pH-Wert
erhsht wird.
Von Interesse ist noch der Befund, wonach HgH Tetram3* und HgH Pentam3+
eine grossere Stabilitit aufweisen als HgNHgz2+. Sicherlich hidngt das damit zu-
sammen, dass H Tetram+ und HPentam+ auch stirkere Basen sind als NH,.

SUMMARY A
Quite often some of the ligand atoms of a chelating agent are protonated while
others simultaneously are attached to a metal cation. Metal-hydrogen-complexes
of that kind have usually been neglected in the elucidation of the equilibria between
the various metal ions and chelating ligands. A general method is described by which
the concentration of these protonated metal complexes can be obtained. The method
is applied to the six systems: Cd?+ and Malonate (= Mal?*"), Cd** and Succinate
(= Succ?), Cd?+ and Trimethylenediamine (= Triam), Cd** and Tetramethylene-
diamine (= Tetram), Hg?* and Tetramethylenediamine; Hg?+ and Pentamethylene-
diamine (= Pentam). The stability constants of the following complexes are given:
CdMal, CdHMalt+, Cd(Mal),?~, CdH(Mal),~, Cd(HMal),; CdSucc, CdHSucc,*,
Cd(Succ),?~; CdTriam?t, CdHTriam?+; CdTetram?+, CdHTetram3+; HgTetram?*,

HgHTetram®+, Hg(HTetram);+; CdPentam?+, CdHPentam?+, Cd(HPentam),*.

Ziirich, Laboratorium fiir Anorganische Chemie
der Eidg. Technischen Hochschule

145. Kristallisiertes Acolongiflorosid K und seine Konstitution?)
Glykoside und Aglykone, 233. Mitteilung?)
von P.Hauschild-Rogat, Ek. Weiss und T.Reichstein
(9. IV. 62)

Aus den Samen von Acokanthera3) longiflora STaPF®) wurde erstmals Acolongi-
florosid K in amorpher Form isoliert. Es stellte eine Hauptkomponente des Glykosid-
gemisches dieser Pflanze dar und zeigte hohe biologische Wirksamkeit. Zur Iso-

) Auszug aus Diss. P. HauscHILD-RoGaT, Basel, die demnichst erscheint.

2) 232. Mitteilung: W. WEBRLI, Helv. 45, 1206 (1962).

3) Die Gattung Acokanthera wurde von M. PicHON, Mém. Mus. Nat. Hist. Paris n. sér. 24, 132
(1948) und Bull. Jard. Bot. Bruxelles 22, 109 (1952), zu Carissa gestellt. Einige Botaniker z. B.
Copp*) méchten sie aber lieber als selbstindige Gattung belassen. Wir tun dies hier schon des-
halb, weil die meisten der zahlreichen chemischen Arbeiten iiber diese Pflanzengruppe unter
Acokanthera publiziert wurden.

4 L. E. Copp, Bothalia, VII Part. 3, 447-450 (1961).

%) P.R. O. BaLry, K. MoHR & T. REICHSTEIN, Helv. 34, 1740 (1951).
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lierung wurde ein hochschmelzendes kristallisiertes Acetylderivat verwendet. Das-
selbe krist. Acetylderivat wurde auch aus den Samen von A. friesiorum MARKGR.®)
sowie vermutlich auch aus solchen von A. venenata G. Don")¥) isoliert. — Papier-
chromatographisch liess sich Acolongiflorosid K auch in den Samen von A. schimpers
(A.DC.) BenTH. et Hook. aus Erythrda® nachweisen. Wie frither erw#hnt10),
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Be-Chf-(7:6)/Fmd Bu/W, 19 Std.
31, Std.

Fig. 1 und 2 sind Papierchromatogramme. Ausfiithrung absteigend nach friiheren Angaben13)14),
WaaTtMaN-Papier Nr. 1, Beladung des Papiers mit 309, seines Gewichts an ruhender Phase.
Be = Benzol, Bu = n-Butanol, Chf = Chloroform, Fmd = Formamid.
Schraffiert starke, punktierte sehr schwache Flecke

Nr. 1 = 0,03 mg rohes Acetylierungsgemisch aus krist. Ouabain nach Acetylierung mit Acetan-
hydrid-Pyridin, 16 Std. bei 32°.

Nr. 2 = 0,03 mg rohes Acetylierungsgemisch aus krist. Acolongiflorosid K (Prip. PHa 14) nach
Acetylierung wie bei 1.

Nr. 3 = 0,02 mg krist. Hexa-O-acetyl-acolongiflorosid K (III).

Nr. 4 = je 0,02 mg Ouabain und Acolongiflorosid K (Prip. PHa 14).

Nr. 5 = je ca. 0,03 mg Hydrolysat (Gemisch) aus 200 mg Quabain in 10 ml Aceton und 0,11 ml
konz. HCI nach 4 Tagen bei 20°.

Nr. 6 = je ca. 0,03 mg Hydrolysat (Gemisch) aus 100 mg Acolongiflorosid K (Prip. PHa 14) wie
bei 5 behandelt, nach 7 Tagen bei 20°,

%) H. MUHR, A. HUNGER & T. REeicHSTEIN, Helv. 37, 403 (1954).

7) K. Monr & T. ReIcHSTEIN, Helv. 34, 1239 (1951). Das krist. Acetylderivat wurde dort als
Nebenprodukt 2 bezeichnet.

8) Nach Copbp?) als 4. oppositifolia (Lam) L. E. CopD zu bezeichnen.

%) K. Monr, F. THup1iuM, O. SCHINDLER & T. REICHSTEIN, Helv. 40, 2199 (1957).

10} Vgl. K. MoHR ¢t al.?), Fussnote 24.
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liefert Acolongiflorosid K bei der Acetylierung zwei verschiedene O-Acetylderivate,
von denen das stdrker polare (heute als Penta-O-acetyl-Derivat II erkannt) das
genannte gut krist. Produkt darstellt. Durch weitere Acetylierung liefert es ein
schwicher polares Produkt, das ebenfalls gut kristallisiert!) und das heute als

Hexa-O-acetyl-Derivat I1I zu formulieren ist.
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IV (R = H) Isopropyliden-
ouabagenin?) IV, ca. 300° Zers, 16)17)18)
V (R = Ac)19) F, 268° 16)-18)
[+40,5 Me117)

< —

VII (R = R’ == H) Ouabagenin1?)
F. 235-238°/255-256° [+ 11,3 W]16)
VIII (R = Ac; R’= H) 3,11,19-Tri-
O-acetyl-ouabagenin 1%)
F. 244-246° 20)21)18) [ 4 10,5 Chi]20)21)
IX (R = R’ = Ac) Tetra-O-acetyl-
ouabagenin?)
F. 291-204° 16)20)21)18)
[+7,1 Di]®) [+6,5 Chi]2Y)

11) Dieser Stoff wurde erstmals von Herrn Dr. F. KAISER, c/o C. F. BOEHRINGER & SOHNE,
G.m.b.H., Mannheim-Waldhof kristallisiert (Privatmitteilung). Der Stoff war identisch mit

den von uns erhaltenen Kristallen.
Experimenteller Teil dieser Arbeit.

)
) C. ManNICH & G. SIEWERT, Ber. deutsch. chem. Ges. 75, 737 (1942).
17) R. P. A. SNEEDEN & R. B. TURNER, J. Amer. chem. Soc. 75, 3510 (1953).
Y CH. Tamm, Helv. 38, 147 (1955), und friihere Lit. daselbst.
) Konstitutionsbeweis vgl. CH. Tamm, G. VoLpp & G. BAUMGARTNER, Helv. 40, 1469 (1957);

G. Vorpp & CH. Tamm, Helv. 40, 1860 (1957), 42, 1408 (1959); G. VoLpP, G. BAUMGARTNER &
Cu, Tamwm, Helv. 42, 1418 (1959); sowie frithere Lit. daselbst.
20) A. MEvRAT & T. REICHSTEIN, Helv. 37, 2104 (1948); dort wurde VIII als Acetat B und IX

als Acetat A bezeichnet.

21y K. FLorEY & M. EHRENSTEIN, J. org. Chemistry 79, 1174 (1954).

2) 7. Scamutz, Helv. 37, 1719 (1948).
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Bei einer erneuten Untersuchung der Samen von Acokanthera oppositifolia (Lam)
Copp?) = (4. venenata G. DoN) aus Siidafrikal?) wurde das Gemisch der Glykoside
durch Verteilungschromatographie getrennt. Dabei liess sich Acolongiflorosid K
(ohne vorherige Acetylierung) in reiner Form erhalten und kristallisieren (Prap.
PHa 14). Auch das neue Priparat (PHa 14) lieferte bei der Acetylierung mit Acetan-
hydrid-Pyridin zwei Acetylderivate, die im Papierchromatogramm (Fig. 1) dieselben
Laufstrecken aufwiesen wie die zwei in gleicher Weise aus dem alten Acolongi-
florosid K erhaltenen Acetylderivate. Nach kurzer Acetylierung (16 Std. bei 32°)
konnte der stirker polare dieser zwei Stoffe wieder in Kristallen erhalten werden,
die mit dem alten «Acolongiflorosid-K-acetat» identisch waren. Nach erschopiender
Acetylierung (14 Tage bei 37°) wurde nur noch der rasch laufende Fleck erhalten.
Die Aufarbeitung gab das reine Hexa-O-acetyl-acolongiflorosid K (III), das jetzt
auch kristallisierte).

Die Konstitution von Acolongiflorosid K konnte durch hydrolytische Spaltung
leicht aufgekldrt werden. Bei Einwirkung von HCl in Aceton nach MannicE &
SIEWERT ) waren im Papierchromatogramm’ (vgl. Fig.2) nach 7 Tagen neben
Spuren von Ausgangsmaterial 5 neue Flecke sichtbar, von denen einer dem be-
kannten Ouabagenin entsprach®). Genau dieselben 5 Flecke wurden bei gleicher Be-
handlung von Quabain erhalten. Bei Mikrohydrolyse mit Kiriani-Mischung %)
wurde ein Zucker erhalten, der im Papierchromatogramm wie Talomethylose lief.
Dies sprach dafiir, dass Acolongiflorosid K sich von Ouabain nur durch die Zucker-
komponente unterscheidet. Die priparative Hydrolyse bestitigte dies. Acolongi-
florosid K lieferte mit HClin Aceton in guter Ausbeute krist. 1,19-0,0-Isopropyliden-
ouabain (IV). Dieses wurde zur Charakterisierung durch Kochen mit feuchtem
Methanol (ohne Siure)6)2) hydrolysiert. Das rohe Hydrolysat gab bei milder
Acetylierung das bekannte krist. 3,11,19-Tri-O-acetyl-ouabagenin VIII und bei
energischer Acetylierung das bekannte Tetra-O-acetyl-ouabagenin IX. — Auch der

Vergleich dev wmolekulaven Drehungsbeitrdge des Zuckervestes in 5 natiivlichen
L-Talomethylosid-cardenoliden

" Cardenolid Molekularer
ardenolt Drehungsbeitrag des Zuckerrestes
Bipindosid28)28) _ . . . . . . . —248°
Sarmentosid A28y | |, . —256°
Sarmentolosid28)2%) . , . . . . ~278°
Sarmentosid E28)30y | | | ~ 344°
Acolongiflorosid K1%) . . . . . . ~261°

12y Diss. P. HavuscHILD-RoGAT, Basel, die demnichst crscheint, sowie spitere Publikation.

13) a) O. ScHINDLER & T. REICHSTEIN, Helv. 34, 108 (1951); b) H. HecEDUs, Cu. Tamm & T.
REICHSTEIN, Helv. 36, 357 (1953); ¢) E. SCHENKER, A. HUNGER & T. REICHSTEIN, Helv. 37,
680 (1954).

14y F. KarsEr, Chem. Ber. 88, 556 (1955).

2) Beim Auftragen und Eindampfen der sauren Acetonlésung auf dem wasserhaltigen Papier tritt
praktisch vollstindige Hydrolyse der vorhandenen Acetonverbindungen ein.

24) 1stiindiges Erhitzen mit der Mischung von 55 m! Wasser, 35 ml Eisessig und 10 ml konz. HCI
auf 100° nach H. Kiriant, Ber. deutsch. chem. Ges. 63, 2866 (1930).

28) Quabagenin-monoacetonid (IV) wird von Sidure leicht in ein 1,11-Anhydro-derivat iiber-
gefiihrt, vgl. G. Vorrp & CH. Tamm, Tetrahedron Letters Nr. 27, 31 (1960).
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Zucker konnte in Kristallen isoliert und nach Smp., Drehung und Mischprobe mit
authentischer 1-Talomethylose (VI) identifiziert werden. — Unter der Annahme,
dass der Zucker mit der 3-stdndigen HO-Gruppe des Ouabagenins verkniipft ist,
kommt dem Acolongiflorosid K somit die Formel I zu. Die a-L-glykosidische Ver-
kniipfung folgt aus dem Vergleich der spez. Drehung und entspricht der Regel von
KLYNE®). Es sind 5 natiirliche Cardenolid-monoglykoside mit L-Talomethylose
bekannt. Vier von diesen zeigen einen sehr dhnlichen Drehungsbeitrag fiir den
Zuckerrest (Tabelle). - Ein etwas abweichender Wert ergibt sich fiir Sarmentosid E ;
dies ist aber verstdndlich, da im Sarmentosid E durch den Lacton-(19 — 11)-ring
das Grundgeriist stark deformiert wird??). Acolongiflorosid K unterscheidet sich
somit vom Quabain (das als Zucker L-Rhamnose enthilt) nur durch die rdumliche
Stellung der HO-Gruppe an C-4 des Zuckeranteils.

Herr Dr. CeEN hatte die Freundlichkeit, das krist. Acolongiflorosid K biologisch
zu pritfen. Als geometrisches Mittel der letalen Dosis bei intravensser Infusion fand
er an 10 Katzen 0,1109 -+ 0,0043 mg/kg3!). Fiir das alte amorphe Priparat fand er
frither®) 0,1624 4 0,016 mg/kg.

Die fiir das Penta-O-acetyl-acolongiflorosid K angenommene Struktur II ist
nicht bewiesen. Sie stiitzt sich nur auf die Tatsache, dass sowoh! im Acovenosigenin
A3?%) wie im Quabagenin®) und ihren Glykosiden bei der Acetylierung mit Acetan-
hydrid-Pyridin unter milden Bedingungen die 1-stindige HO-Gruppe nur sehr un-
vollstindig acetyliert wurde.

‘Wir danken dem SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS ZUR FORDERUNG DER WISSENSCHAFT-
L1cHEN FoORsCHUNG fiir einen Beitrag zu den Kosten dieser Arbeit.

Experimenteller Teil

Alle Smp. wurden auf dem KorFLER-Block bestimmt und sind korrigiert. Fehlergrenze in be-
niitzter Ausfithrungsform bis 200°C ca. 4- 2°, darliber 4- 3°.

Acolongifiovosid K (I) divekt aus Verteilungschromatographie isoliert1?). Aus Wasser-Aceton
feine farblose Nadeln, Smp. 224-232°, [a]# = — 53,2° 4+ 2° (¢ = 1 in Methanol). Das 2 Tage bei
20° iiber CaCl, bei 740 Torr getrocknete Priaparat (PHa 14) wurde zur Analyse 10 Std. bei 110°
und 0,01 Torr iiber P,O; getrocknet mit Einwaage im Schweinchen; es blieb hieranf konstant.
Gewichtsverlust 3,49, Cy0H,,0.,+ HyO (602,66) Ber. 2,999%,.

CpoHy04, (584,64)  Ber. C 59,57 H 7,59%  Gef. C59,15 H 7,77Y%,

Vermutliches Penta-O-acetyl-acolongiflovosid K (I1) aus Prdp. PHa 74. 100 mg Acolongifloro-
sid K (Prip. PHa 14) vom Smp. 224-232° wurden mit 0,5 ml abs. Pyridin und 0,3 m! Acetanhydrid
16 Std. bei 32° stehengelassen. Die iibliche Aufarbeitung5) gab 111 mg neutrales Rohprodukt.
Aus Chi-Ather 83 mg farblose Drusen, Smp. 286-292° (Zers.), [a]J§ = —44,5° &+ 4° (¢ = 0,5 in
Chloroform). Nach Mischprobe, Farbreaktionen und Papierchromatogramm identisch mit dem
alten Priparat?) «Acolongiflorosid-K-acetat». Die Struktur ist nicht eindeutig bewiesen, sondern
auf Grund der analogen Reaktion beim Ouabain und Ouabagenin?!) formuliert.

Hexa-O-acetyl-acolongiflovosid K (I11). 200 mg Penta-O-acetyl-acolongiflorosid K vom
Smp. 286-292° wurden mit 3 ml abs. Pyridin und 2 ml Ac,O auf 37° erwdarmt. Nach vier Tagen

28) W. KLyNE, Biochem. J. 47, xli (1950).

2"y B. FECHTIG, J.Vv. Euw, O. ScmiNDLER & T. REICHSTEIN, Helv. 43, 1570 (1960).

8) Definitive Abklirung der Struktur: B. FECHTIG ¢t al.?7).

29) Tsolierung des Genins: B. FECHTIG, O. ScHINDLER & T, ReIcHSTEIN, Helv. 42, 1448 (1959).
)
)

N

3%) Isolicrung des Genins: E. WErss, O. ScHINDLER & T. REICHSTEIN, Helv. 47, 736 (1958).

31) Wir danken Herrn Dr. K. K. CHEN, Indianapolis, auch hier bestens fiir dic Uberla.ssung seiner
Resultate (Brief vom 19. 12. 61).

3%) Cu. Tamm & T. ReicusTEIN, Helv. 34, 1224 (1951).
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zeigte eine Probe im Papierchromatogramm noch die zwei Flecke (Fig. 1), nach 14 Tagen war
nur noch der raschere Fleck sichtbar. Die iibliche Aufarbeitung®) gab 214 mg neutrales Roh-
produkt. Es wurde an 10 g SiO, chromatographiert. Die mit Chf-Me-(99:1) bis -(98:2) eluierten
Antcile (209 mg) gaben aus Chf-Ae 97 mg farblose kleine Stabchen, Smp. 295-298°, [a]ff =
—55,5° + 2° (¢ = 1,0in Chf). Nach Papierchromatogramm einheitlich. Zur Analysewurde 17 Std.
bei 130° und 0,01 Torr iiber P,Oy mit Einwaage im Schweinchen getrocknet (bis zur Gewichts-
konstanz). Gewichtsverlust 1,39%,.

CyHgeOyq (836,88)  Ber. C 58,84 H 6,75% Gef. C 58,49 H 6,85%

Hydyolyse von Acolongiflovosid K. 100 mg Acolongiflorosid K (Prip. PHa 14) vom Smp. 224-
232° wurden in einem Gemisch von 10 ml Aceton und 0,11 m! konz. HC118) gelsst und verschlossen
bei 20° im Dunkeln stechengelassen. Nach 6 Tagen trat Kristallisation ein. Nach Kontrolle im
Papierchromatogramm (Nr. 6 in Fig. 2) war nach 7 Tagen praktisch kein Ausgangsmaterial mehr
nachweisbar®3). Es wurde abgenutscht und mit Aceton und Ather gewaschen. Ausbeute 56 mg
Ouabagenin-monoacetonid (IV) vom Smp. 268-288° (Zers., Sintern ab 170-250°). Die Mutter-
laugen wurden mit 5 ml Wasser versetzt, das Aceton imn Vakuum entfernt, die wisserige Losung
1 Std. auf 60° erwarmt und 3mal mit je 10 ml Chloroform-Alkohol-(2:1) ausgeschiittelt. Die mit
wenig Wasser gewaschenen und getrockneten Ausziige gaben beim Eindampfen 15 mg amorphen,
gelbbraunen Riickstand (nicht untersucht). Die saure wisserige Phase (Zuckerlésung) wurde mit
der eben nétigen Menge gut gewaschenem Kationenaustauscher (Amberlite IR-4B in HO-Form)
neutralisiert und gab beim Eindampfen 25 mg rohen Zuckersirup. Zur Reinigung wurde in wenig
abs. Alkohol verflissigt, mit viel Aceton versetzt und die flockige Fillung abfiltriert. Die klare
Lésung wurde eingedampft und der Riickstand im Molekularkolben bei 0,001 Torr und 150° Bad-
temperatur destilliert. Das farblose Destillat (15 mg) gab aus Aceton beim Impfen 13 mg farblose
Prismen.

Identifizierung des Zuckers. Aus -Aceton farblose Prismen, Smp. 122-128°, [a]f§ = ~19,4°
4+ 2° (¢ = 0,9 in Wasser, nach 19 Std.). Nach Mischprobe und Papierchromatogramm (Toluol-
Butanol-(1:1)/Wasser) identisch mit synthetischem Material 22).

Identifizierung des Genins. Die 56 mg krist. Ouabagenin-monoacetonid wurden fein verrieben
und mit 4 ml feuchten Methanol 1 Std. unter Riickfluss gekocht®). Dann wurde im Vakuum
eingedampft und der farblose Riickstand mit 0 4 ml abs. Pyridin und 0,3 ml Acetanhydrid 16 Std.
bei 37° stehengelassen. Die iibliche Aufarbeitung??) gab 58 mg neutrales Rohprodukt. Aus
Methanol-Ather 35 mg farblose, zu Drusen vereinigte Nadeln, Smp. 250-254°, [l = +12,7° £ 3°
(¢ = 0,8 in Chloroform). Nach Mischprobe und Papierchromatogramm (Chloroform/Formamid)
identisch mit authentischem Tri-O-acetyl-ouabagenin VIII.

Uberfithrung in Tetra-O-acetyl-ouabagenin. 70 mg Ouabagenin-acetonid aus Acolongiflorosid
K wurden verrieben und 1 Std. mit 6 ml feuchtem Methanol unter Riickfluss gekocht. Das Roh-
produkt (65 mg) wurde mit 0,6 ml abs. Pyridin und 0,4 ml Acetanhydrid 6 Tage auf 40° erwirmt,
Die iibliche Aufarbeitung gab 76 mg neutrales Rohprodukt. Es wurde an 4 g SiO, chromato-
graphiert. Die mit Chf bis Chf-Me-(90:10) eluierten Anteile (63 mg) gaben aus Me-Ae 32 mg farb-
lose Prismen. Smp. 275-286° (Zers.), [¢]} = +7,9° & 2° (¢ = 1,1 in Dioxan). Nach Mischprobe
und Papierchromatogramm (System Be-Chf-(7:6)/Fmd) identisch mit authentischem Tetra-O-
acetyl-ouabagenin.

Die Mikroanalysen wurden von Herrn E. THOMMEN ausgefiihrt.

ZUSAMMENFASSUNG

Acolongiflorosid K wurde kristallisiert und seine Konstitution I durch hydro-
lytische Spaltung ermittelt. Es handelt sich um das a-L-Talomethylopyranosid des

Ouabagenins. . . . . .
uabagenins Organisch-chemisches Institut der Universitit Basel
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