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and coworkers to the so called isosikkimotoxin, the product of the base-catalysed
epimerisation of sikkimotoxin, a new lignan lacton isolated in 1950 by the Indian
group from the rhizomes of Podophylium sikkimensis R. CHATTER]EE ¢f MUCKERJEE,
and thought to be analogous to podophyllotoxin. The properties of the synthetic,
optically active picrosikkimotoxin, the structure and absolute configuration of which
have been established unequivocally by stereochemical correlation with picropodo-
phyllin, and of its acetyl derivative do not agree in all respects with published data
for isosikkimotoxin and acetylisosikkimotoxin. This fact gives rise to some doubt
as to the correctness of the proposed structure or the purity of the compounds from
natural source. A direct comparison of the synthetic and natural compounds has
not been possible, due to the unavailability of authentic material.

Pharmazeutisch-chemische Forschungslaboratorien,
Sanpoz AG., Basel

10. Die Glykoside des Milchsaftes von Antiaris toxicaria Lescu
aus Bogor (Java)?)
Glykoside und Aglykone, 243. Mitteilung?)
von Camilla Juslén, W. Wehrli und T. Reichstein
(17. XI. 62)

Der Milchsaft von Awntiaris toxicaria LEsCH aus Indonesien ist schon wiederholt
untersucht worden?). Es handelt sich aber um eine polymorphe Art. Unterschiede
in der chemischen Beschaffenheit zeigen nicht nur Pflanzen aus verschiedenen Ge-
genden, sondern gelegentlich auch Baume, die nahe beieinander wachsen ). Kiirzlich
wurde iiber den Milchsaft von Pflanzen aus Malaya®) berichtet. Hier beschreiben
wir die moglichst genaue Analyse eines Milchsaftes aus Bogor, der von einem einzigen
kultivierten Baum stammte.

Beschaffung des Ausgangsmaterials. 2,27 1 Kambialsaft wurden am 25. 5. 1959
von einem ca. 10 m hohen Baum von Amfiaris foxicaria LEsCH im Botanischen
Garten Bogor gesammelt und in passender Blechflasche zur Konservierung mit ca.
11 Alkohol und ca. 250 ml Chloroform versetzt. Die bis zum Hals gefiillte und gut
verschlossene Flasche kam am 24. 8. 1959 in ausgezeichnetem Zustand in Basel an
und wurde bis zur Aufarbeitung (am 22. 9. 1959) bei + 2° aufbewahrt?).

1) Auszug aus der Dissertation von Frl. Camira JuspLEN, Helsinki 1962.

2y 242. Mitt.: A. M. KUuRITZKES et al., Helv. 46, 8 (1963).

) Lit. vgl. bei DOLDER et al.4) und WEHRLI &t al.5).

) F. DoLper, CH. Tamm & T. RercusteIN, Helv. 38, 1364 (1955).

5) a) W. WEHRLI, O. ScHINDLER & T. REIcHSTEIN, Helv. 45, 1183 (1962); b) W. WEeHRLI, Helv.
45, 1206 (1962).

8) N. G. Bisset, Annales Bogorienses (Indonesia) 2, 211, 219 (1957).

Fir die Beschaffung dieses wertvollen Materials méchten wir Herrn Ir. SoEToMO SOERO-

HALDOKO, Vorsteher des TREUB LABORATORY OF THE BoTaNICAL GARDEN, Bogor, Indonesia,

bestens danken. Ferner danken wir Herrn E. E. STECHER sowic der CIBA-AKTIENGESELL-

sCcHAFT, Basel, auch hier nochmals fiir die freundliche Hilfe beim Transport. Das Material

stammtc von demselben Baum wie das von DOLDER ¢f al.%) untersuchte,
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Extraktion und Vortrennung der Extrakte. Die ganze vorhandene Menge Latex
wurde im Vakuum von Chloroform befreit, mit viel Alkohol versetzt und das darin
unlésliche Material (Gummi, Salze usw.) abgetrennt. Die Aufarbeitung der alkoho-
lischen Lésungen geschah wie bei DOLDER ef al.4) beschrieben, mit dem Unterschied,
dass auf die Extraktion mit Ather verzichtet wurde und dass die mit Chf-Alk-(2:1)8)
erhaltenen Ausschiittelungen nicht sofort vereinigt, sondern in vier Gruppen zu-
nichst aus Methanol-Ather kristallisiert wurden. Kristalle und Mutterlaugen wurden

in Papierchromatogrammen (vgl. Fig. 9-12) gepriift. Die Ergebnisse sind aus Ta-
belle 1 ersichtlich.

Tabelle 1. Ausbeuten an Extrakten und thre Zusammensetzung®)

Extrakte Kristallisiert aus Methanol-Ather
. Kristalle ML
Bezeichnung Gewicht Sm
und Nr. der roh | Menge P Nr. | Menge Flecke Nr.
N X . Flecke im |, . . . ; :
Ausschiittelung ing ing 9 in Fig.| ing im Pchr in Fig.
Pchr?9)
Chi- 6,753 - 6,753 | aa, aB, o, Nr. 1
) E, B Fig. 1
Chi-Alk-(2:1)- 40,200 2,047 |209-217° Nr. 22 38,153 | («), &/, (f), | Nr.17
A = Nr.1-5 (), (2), (K), |Fig. 10 v, &, H, e | Fig.9
J, (L), M, (@) |und 12 LK, J, L,
M, (P)
B = Nr. 6-8 18,420 6,310 1217-237° Nr. 22|12,110 | H, ¢, ¢, K, | Nr.18
(H), (£), K, |Fig. 10 J,L, M, P, | Fig.9
J, (L), M, (0} fund 12 N
C = Nr.9-11 3,290 1,450 (227-233° Nr.23| 1,840 | J, L, (M), | Nr.19
(J), (L), M, |Fig. 10 M, P, N, o, Fig. 9
Pow und 12 7, ¢, (0) und 11
D = Nr.12-14 3,310 1,430 |228-237° Nr.23; 1,880 | J, L, (M), | Nr.20
{(J), (L}, M, [Fig. 10 M, P, N, g, Fig. 9
P, w und 12 7, @, (w) und 11
Total 65,220 |11,237 53,983
Chi-Alk-(3:2)- 233-242° LM P N, | Nr25
2,134 0,579 M 1,556 | 0,7, ¢, 0 Fig. 11

Durch papierchromatographische Kontrolle liessen sich insgesamt 29 KEDDE-po-
sitive?) Stoffe nachweisen, die mitdenBuchstabena,, op, E, 8, 8',v,6,6, H, ¢,¢" .0, J',
K, K,J,L H", § =, 0, M', M, P, N, 0, 7, p, ® bezeichnet wurden. Dafiir dienten
die in den Figuren 1-12 angegebenen Systeme und Bedingungen; der Nachweis
geschah teilweise erst nach praparativer Anreicherung.

8) Abkiirzungen fiir Losungsmittel usw. vgl. Einleitung zum Exper. Teil.

9 In Klammern gesetzte Buchstaben bedeuten schwache Flecke.

19 D. I.. KeppEg, Diss. Leiden 1948; Pharmac. Weekblad 82, 741 (1947); Ausfithrung nach
[.E.Busa & D. A, H. TavLOR, Biochem. J. 52, 643 (1952). Mit diesem Reagens geben fast
alle Butenolide blauviolette Flecke (negativ reagieren 16-Keto-cardenolide sowie gewisse
Benzoylderivate bei normaler Ausfithrung).



Volumen xrvi, Fasciculus 1 (1963) — No. 10 119
4
5
:L 1 z 3 4 5 6 7 8 g 10 11 12
: gy [ — 6o
O Op x| | Owm | 0Log OM 09
B | 0 | o | 0% 9: | | ar
O E 3 03 0y 0r O K Oc
Si. N JOJT J . O N
g & Oy . 01R3.
O O« T 03 OKog OK'OE OP
E , o
5 0 OB 0 4 O K O OH :
0 8&- O g Ok Ogoe O M
A doa O€ O L
______ LN Tt T
J -8 ox| 02 0¥ |
Fig. 1 Fig. 2 Fig. 3 Fig. 4 Fig. 5 Fig. 6 Fig. 7
Chf/Fmd Mek-To- Mek-To- Mek-To- To-Bu- To-Bu- To-Bu-
21, Std. (4 1)/W  (4:1)/W (4:1)/W (2:1)W (1:1)/W (1:1)/W
2 Std. 7 Std. 14 Std. 10 Std. 6 Std. 45 Std.
1314 15 ‘_IB 22 2374 19 20 2526 2223 27
FERRE v} oo
s @ @ 5]
! Q00
HRIR L
595 | 000
N
o o« 8 8
M
Qe o |06 O,
PO T éO O OBl | o o©%
T o of | &0,
_________ SR ‘LA
_________ ~g_ O OH
Fig. 8 Fig. 9 Fig. 10 Fig. 11 Fig. 12
Bu/wW Mek-To- Mek-To- To-Bu- To-Bu-
11 Std, 4:1)/W (4:1)W (1:1)/W (1:1)]W
2 Std. 7 Std. 45 Std. 45 Std.

Fig. 1-12 sind Beispiele fiir Papierchvomatogramme, schematisiert, aber massgetreu. Getiipfelt
sind besonders starke, punktiert umgrenzt sehr schwache Flecke. Ausfiihrung nach friiheren
Angaben1)12)13). Beladung des Papiers mit 359 Wasser bzw. 35% Formamid. Entwicklung
mit KEDDE-Reagens!?). Wo keine Front eingezeichnet ist, wurde das Losungsmittel8) abtropfen
gelassen. — Erklarung der Zahlen s. S. 120.

1) O. ScminpLER & T. REICHSTEIN, Helv. 34, 108 (1951).

12) H. HeGEDUs, Cu. Tamm & T. REICHSTEIN, Helv. 36, 357 (1953).

13) F. Kaiser, Chem. Ber. 88, 556 (1955).
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1 = 0,25 mg Chf-Extrakt.

2 = 0,150 mg Gemisch der amorphen Substanzen « (trennt sich in as und op), o’ und krist.
Substanz 8.

3 = Laufstrecken der Stoffe a, o', 8, .9, 6, &, H, e, ¢, {, ]/, K, J, L, M; von diesen waren §, y,
&, H,e & ], K, J,L und M krist.; & (= as und ap) lag als Gemisch mit «’ und ' vor;
d als Gemisch mit H und ¢’. ¢ war einheitlich, aber amorph.

4 == Substanzen H, &, ¢/, {, J/, K’, K, J, L, H”, M, alle kristallin ausser ¢’ und J’, dic einheit-
lich, aber amorph waren; K’ lag als Gemisch mit L vor.

5 = Substanzen J’, K, J, L, M kristallin; K’ lag als Mischkristallisat mit L vor.

6 = Substanz H” kristallin, £, 7, g als Gemisch.

7 = Substanzen {, H”, J, K, 1., M kristallin und K’ als Mischkristallisat mit L.

o
[

= Gemisch von &, 7, g, amorph.
9 = Substanzen H und J’ kristallin.
10 == Krist. Substanzen {, J, K, L, M; K’ als Mischkristallisat mit L.
11 = Krist. Substanzen ¢, H, H”; ¢’ und ]’ amorph.
12 = Substanzen L, M, M, P, N, g, 7, ¢, w; von diesen waren L, M, P kristallin.
13 = Krist. Substanzen {, M.
14 == Krist. Substanzen H und H”; ¢ amorph.
15 = Kirist. Substanzen ¢, J, J’, K, P.
16 = K’ in Gemisch mit L, krist. Substanz N.
17 = 0,25 mg Chf-Alk-(2:1)-Extrakt, ML von Fr. 1-5 Gruppe A.
18 = 0,25 mg Chi-Alk-(2:1)-Extrakt, ML von Fr. 6-8 Gruppe B.
19 = 0,25 mg Chf-Alk-(2:1)-Extrakt, ML von Fr. 9-11 Gruppe C.
20 = 0,25 mg Chf-Alk-(2:1)-Extrakt, ML von Fr. 12-14 Gruppe D.
21 = Substanz « (Gemisch von o und op) und o’ amorph, krist. Substanzen §, y, ¢, H, J:
6 amorph.
22 — 0,25 mg Chi-Alk-(2:1)-Extrakt, krist. 'r. 1- 8 Gruppe A+ B.
23 = 0,25 mg Chi-Alk-(2:1)-Extrakt, krist. Fr. 9-14 Gruppe C+ D.
24 = Krist. Substanzen H, {, K, J, L, M.
23 = 0,25 mg von Chf-Alk-(3:2)-Extrakt.
26 = Krist. Substanzen L, M, P, N.
27 = Krist. Substanzen L., M, P.
Bei Nr. 1, 17-20, 22, 23 und 25 (Fig. 1 und Fig. 9-12) handelt es sich also um Extrakte oder
Mischfraktionen.

Wie weiter unten gezeigt wird, gelang es, die folgenden fiinf Stoffe mit bekannten
Glykosiden zu identifizieren: H = Convallatoxin (X), J = Antiosid (VIII), L = a-
Antiarin (IT), M = f-Antiarin (III) und P = Bogorosid. L und P wurden nur papier-
chromatographisch identifiziert, die drei anderen nach priparativer Isolierung. Bei
den iibrigen 24 Substanzen diirfte es sich grosstenteils um neue Stoffe handeln.

Tabelle 2 zeigt die relativen Laufstrecken in 4 Systemen, bezogen auf J = Anti-
osid®) und M = f-Antiarin. Zum Vergleich wurden auch die Werte fiir k-Strophan-
thin-34) eingesetzt. Es geht daraus hervor, dass zur Unterscheidung in manchen
Fillen zwei oder mehr Systeme nétig sind. So lassen sich H und H” im System
To-Bu-(1:1)/W nicht trennen. Im System Mek-To-(4:1)/W laufen L und H” fast
gleich, dagegen H” etwa 5mal langsamer als H. Im System To-Bu-(2:1)W l4uft H”
fast gleich wie H, und im System To-Bu-(1:1)/W lassen sich ¢ und { nicht trennen;
die Unterscheidung gelingt aber im System Mek-To-(4:1)/W. Im letztgenannten
System laufen M, &, = und g gleich, lassen sich aber mit To-Bu-(Z:1)/W unter-
scheiden. Hingegen ist die Differenzierung von L und g, J und J', K’ und & un-
geniigend. Diese ldsst sich durch Kombination mit dem System von Fig. 4 erreichen.

14 A, Srorr, J. RENz & W, Krrts, Helv. 20, 1484 (1937).
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Tabelle 2. Relative Laufstrecken bezogen auf | = Antiosid (Ry) und My = f-Antiavin (R) in vie
verschiedenen Systemen. Vgl. Fig. 2-88)

Mek-To- Fig. To-Bu- | Fig. To-Bu- Fig. Fig.
Substanz @#:1)/W | Nr. | (2:1)/W¥) | Nr. | (1:1)/W | Nr. Bu/W Nr.
o = (@a+ap) | Ry = 9,22 2
o’ Ry — 8,58 2
B R; =6,80] 2
B Ry —520] 2
y Ry =475 2
) Ry = 4,32] 2
o Ry =390 2
H Ry= 222 5 |Ry=129 6 | Ry=104 3
Ry =376 2 | Ry=207 5 | RM=3525 6 |Ry=1,51 8
€ Ry =192 6 | Ry =109 8
Ry = 3,37 3 Ry = 6,02 6 Ry = 1,54 8
v Ry = 1,08 6 | Ry =096 8
:RJ = 2,87 3 Ry = 4,38 6 Ry = 1,35 8
3 Ry =191 6 |R; =1,07] 8
Ry =248 3 Ru=597] 6 | Ry=1,51 8
K Ry = 1,04 5 | Ry =097 6
Ry = 2,20 3 Ry = 9,61 5 Ry = 3,97 6 Ry = 1,45 8
K’ Ry = 1,46 5 R; =1,18 6 Ry =1,03 8
Ry = 1,47 3 Ry =13,5 5 Ry = 4,79 6 Ry = 1,50 8
K Ry — 0,62 5 | Ry —064] 6 | Ry =085 8
Ry =136 3 | Ru= 577 5 |Ry=261| 6 | Ry=125 8
7 Rm=1,90 4 | Rm— 9,23] 5 | Ry—=401] 6 | Ry=145 8
L R; —0,72] 4 | R; = 030 5 | Ry =049 6 | Ry =0,73] 8
Ru=1680 4 | Ry= 3070 5 | Ry=200 6 |Ry=110] 8
H” Ry =064 4 | Ry = 204 5 |Ry =127 6 |R; =102 8
RM=1,50] 4 | Ru=19,0 5 | Ru=515{ 6 | Ry=1,50{ 8
4 Ry =044 4 | Ry= 159 5 16
Ry = 1,03 4 Ry =13,8 5
n Ry — 044 4 | Ry = 095 5 )
Ry=1,03 4 | Ru= 635 5
0 R;y =044 4 | Ry = 040 35 18)
Ry=103 4 | Rm= 3,77 5
M Ry =0,43 4 Ry = 0,24 6 Ry = 0,67 8
w Ry = 1,27 7
P Ru=072 7 |Ry=0,71 8
Ry == 1,04 8
N7 Ry =061| 7 | Ry=0086] 8
[ Ry = 0,49 7
T Ry = 0,36 7
@ Ry =0,21 7
w RM = 0,08 7
%-Stropha- Ry —1,05| 4 | Ry = 1,95 5 | Ry =109 6 | Ry =088 8
tin-f# Rm = 2,01 4 Ry =13,6 5 Ry = 3,71 6 Ry =1,23 8

15) In diesem System lauft §-Antiarin (= M) kaum, die Ry-Werte sind daher sehr ungenau.

168} Das System ist wegen Schwanzbildung fir diese Stoffe unbrauchbar.

17} Dieser Stoff wurde bisher nur aus einer kleinen Probe von altem Anfiaris-Latex isoliert. Nach
papierchromatographischen Resultaten war er aber auch in dem hier beschriebenen Material
vorhanden.
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Substanz P (Bogorosid) lduft im System Bu/W fast gleich wie 1. (= «-Antiarin).
Um «,S-Antiarin und Bogorosid zu trennen, ist To-Bu-(1:1)/W am besten geeignet.

Ausfithrung der priparativen Trennung

Der Chf-Extrakt wurde noch nicht getrennt.

Die Kristalle der Gruppen A und B des Chf-Alk-(2:7)-Extraktes (Tab. 1, total
7,09 g nach Trocknung) lieferten nach Umkristallisation 2,751 g reines f-Antiarin
(= M). Die Kristallmutterlaugen sowie die Rohkristalle der Gruppen C und D
wurden zur Uberfithrung in O-Acetyl-antiosid verwendet (vgl. spitere Mittg.1®)).
Eine genauere Trennung wurde bisher nur mit den 38,15 g eingedampfter Mutterlauge
aus dem Chf-Alk-(2:7)-Extrakt A (Tab. 1) durchgefiihrt.

35,2 g von diesem Material (entspr. ca. 1,17 | Milchsaft) wurden, nach drei Vor-
versuchen mit zusammen 2,917 g, aus Wasser durch fraktioniertes Ausschiitteln
mit Chloroform-Butanol-Gemischen in 5 Substanzgruppen getrennt (vgl. Tab. 3).

Die verbleibende wisserige Phase wurde im Vakuum eingeengt, mit Na,SO,
halbgesittigt und mit Chf-Bu-(3:2) ausgeschiittelt. Diese lieferte noch 9,441 g
Material, bezeichnet als Gruppe VI (enthaltend J, K, L, M’, M, P, N, ¢ und 7).
Kristallisation aus Methanol-Ather gab 1,583 g fast reines M (= $-Antiarin), das
noch eine Spur L (= «-Antiarin) enthielt. Die verbleibende Mutterlauge (7,858 g)
wurde nicht weiter aufgearbeitet.

Tabelle 3. Vortrennung von 35,2 g Glykosidgemisch dev ML vom Chf-Alk-(2:1)-Extrakt A (vonTab.1)

Extr. mit . .
Chf-Bu Eindampfriickstand
Auszug  (Ver- Menge Gruppe
Nr. hiltnis) ing Flecke im Pchr Nr. Weitere Verarbeitung
1-4 -(9:1) 4,026 oo, B,v,0Hye, 0 1 Verteilungschrom. I
(Tab. 12)
5-9 -(9:1) 3,654 o, By, 8, H e 11 Chrom. an SiO, gab
e, ], LM 0,358 g H. Rest Vertei-
lungschrom. II
(Tab. 13)
10-14 -(4:1) 7,027 v, Hoe £ J K, 111 Verteilungschrom. 111
JLL,H M P N (Tab. 14)
15-19 -(4:1) 3,822 vH e £ ], K, v Gruppe IV und V ver-
J,L,H, M, P, N einigt mit 3,461 g stark
polarem Material aus
Verteilungschrom. I1I.
20-25 -(4:1) 2,529 5] K, J,LH, Vv Davon 9,00 g fiir Ver-
M. P N teilungschrom. IV
’ (Tab. 15)
Total 21,058

In gleicher Weise wurde auch der Chf-Alk-(2:7)-Extr. B (= Ausziige Fr. 6-8,
ML von Tab. 1) in neun Gruppen vorgetrennt (vgl. Tab. 11 im exper. Teil). Die polar-
sten Anteile lieferten bei der direkten Kristallisation 0,498 g fast reines M. Die
verbleibende Mutterlauge wurde nicht weiter getrennt.

18) C. JusLEn, W. WEHRLI & T. REICHSTEIN, Helv. 45, 2286 (1962),
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Das Material der Tab.3 wurde wie dort angegeben in vier Gruppen der Ver-
teilungschromatographie unterworfen. Hierzu diente Wasser an Cellulose oder Hyflo-
Supercel!!) als ruhende und Benzol-Methylithylketon-Gemische als bewegliche
Phase. Dabei liessen sich die in Tab. 4 genannten Stoffe in reinen Kristallen iso-
lieren. Tab. 5 gibt die Ausbeuten an kristallinen Substanzen, die aus dem Chf-Alk-
{(2:7)-Extrakt A (35,23 g ML) erhalten wurden, sowie auch fiir die 29 nachgewiesenen
Stoffe eine Schitzung der wirklich vorhandenen Mengen. Fiir den urspriinglichen
Milchsaft ist die Schitzung der verschiedenen Substanzen unsicher, da nur ein
Teil des Materials aufgearbeitet wurde. Jedenfalls geht aus Tab. 5 hervor, dass im
Milchsaft 8-Antiarin iiberwiegt, ferner ist er relativ reich an den Stoffen H (= Con-
vallatoxin), K, J (= Antiosid) und L (= a-Antiarin).

Tabelle 4. Die bei viev Vertetlungschvomatographien dev Gvuppen I-V von Tabelle 3 in reiner Form
isolievten Stoffe

Gruppe In reinen

Nr. und Kristallen

Menge Flecke im Pchr Eluiermittel®) isoliert

1 o, a,fB,7,8,6 H,e £, BeMek-(1:2) p.H, ¢

4,024 L, H”

11 o, 8, v, 6,0, H & Be-Mek-(1:2) y, &, H, H”

2,399 ¢, (], L. H" M, n,¢ bis Mek

111 o, o, 8,7, 6,0, H, &, Be-Mek-(1:2) ]

7,027 ,J,. K, K, J, L bis Mek-Bu-(4:1)

IV+V o, o,y 0,8, H, ¢ {, Be-Mek-(1:3) K, J

9,00 J. K, J, L, H”, & &, bis Be-Mek-Bu J’ (nach Ads.-

o.M, P, N, o, 7,¢ ow (1:5:3) Chromatographie
an Al,Oy)

Ergebnisse

Von den insgesamt 29 nachgewiesenen KEDDE-positiven Stoffen liessen sich elf in
kristallisierter einheitlicher Form isolieren, ndamlich 8, y, &', H, ¢, £, ', K, J, H’
und M. Ferner konnte ¢ in amorpher, aber papierchromatographisch reiner Form
erhalten werden. Die wichtigsten Eigenschaften der krist. Stoffe sind in Tab. 6
zusammengestellt. Die Farbreaktionen mit konz. H,SO, zeigt Tab.7. Die UV.-
Spektren der neuen Stoffe sind aus den Figuren 13 und 14 ersichtlich, die IR.-
Spektren der Substanzen ]’ und K aus Fig. 15 und 16.

Von den nicht in reinem Zustand isolierten Stoffen konnten zwei auf Grund der
Laufstrecken im Papierchromatogramm mit bekannten Cardenolid-glykosiden iden-
tifiziert werden, es handelt sich um L = «-Antiarin und P = Bogorosid.

Besprechung der isolievten neuen Stoffe

Substanz 3 und H’. Die Substanz § lduft im Papierchromatogramm (System
Mek-To-(4:1)/W) gleich wie das vor kurzem beschriebene Malayosid (= Cannogenin-
a-L-rhamnosid) %?), aber die Stoffe sind auf Grund ihrer Eigenschaften eindeutig
verschieden. Dagegen zeigen die Substanzen f und H” untereinander viele Ahnlich-
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Tabelle 5. Ausbeuten an veinen kvist. Stoffen aus 35,23 g ML vom Chf-Alk-(2:1)-Extrakt A (vgl.
Tab. 1) und Schitzung der wivklich vorhandenen Menge alley davin sowie im urspriinglichen Milch-
saft nachgewiesenen Stoffe

Schitzung der wirklich vorhandenen Menge

Aus 35,23 g ML

Isoliert in krist. in 2,27 Liter Latex

Substanz Menge in mg in 35,23 g ML  in mg in %, (g/ml)
o (= oy +ap) 180 200 0,008
o’ 430 500 0,02
f 201 950 1200 0,05
B 40 56 0,002
v 25 520 700 0,03
b} 250 400 0,01
by 25 400 550 0,02
H = Convallatoxin 1234 2000 3300 . 0,14
£ 160 1000 1400 0,06
¢ 400 600 0,02
¢ 49 1000 1500 0,00
I 18 800 1200 0,05
K’ 370 600 0,02
K 29 1300 2400 0,10
J = Antiosid 696 1800 4000 0,17
L = a-Antiarin 1200 3000 0,13
H” 90 420 2000 0,08
& 880 2000 0,08
21 580 1500 0,06
0 580 1500 0,06
M = f-Antiarin 158319) 3800 18000 0,79
M’ 200 500 0,02
P = Bogorosid 420 2000 0,08
N 400 2000 0,08
4 380 500 0,02
T 380 500 0,02
@ 180 1000 0,04
w 180 500 0,02

keiten, nur liuft H” im Papierchromatogramm viel langsamer. Die Glykoside
unterscheiden sich im Zuckeranteil. Substanz § enthilt Rhamnose, Substanz H”
dagegen Glucose. Die praktisch gleichen Farbreaktionen mit H,SO, sowie die
Spektren sprechen dafiir, dass sie dasselbe Genin enthalten kénnten. Im UV.-
Spektrum (Fig. 13) zeigt Substanz g im kurzwelligen Gebiet ein breites Haupt-
maximum bei ca. 211 my (log e = 4,30), das von der Uberlagerung der Absorption
des Butenolidringes und einer isolierten Doppelbindung herrithren diirfte. Daneben
ist bei 310 my noch eine Carbonylbande mit auffallend hoher Extinktion (log e = 2,25)
sichtbar, die fiir Homokonjugation spricht. Nach dem IR.-Spektrum (fest in KBr)
handelt es sich um eine Aldehydgruppe (schwache, aber deutliche Bande bei 3,68
sowie weitere Bande bei 5,83). Ein fast gleiches UV.-Spektrum zeigte Substanz H”
(Fig. 14); auch hier deutet das IR.-Spektrum auf Vorliegen einer Aldehydgruppe.
Ganz dhnliche Spektren und eine sehr dhnliche Farbung mit H,SO, zeigt Pachygenin

19) Ausserdem lieferten die Rohkristalle (total 11,80 g, vgl. Tab. 1) sowie die polarsten Anteil.
des Chf-Alk-(2:1)-Extr. B (Fr. 35-40 von Tab. 11) noch insgesamt ca. 3,828 g krist. §-Antiarine
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Tabelle 6. Eigenschaften dey isolierten kvist. Stoffe

Vermutl. wei-

ﬁ; 8 = |tere Gruppen
— o« . .
1O | Z = nach UV. Gesicherter oder
] % < ﬁ und IR Bewiesene (in Klammern)
[5] 4 "
Smp. Sl |24 w0 oder ver- | papierchromato-
%0 Identifizierung in °C E E E : § mutliche graphischer
£ [o]p ®) e g | g 2 & E Brutto- Nachweis der
% S N I R formel Spaltstiicke:
= SS g g =& | 8& Genin/Zucker?5)
3 A EREEE - )
M XL |RE|] S |44
p neu 181-189/ — | — | gelb + + CagH 60y Genin unbekannt
210-211 + H,0 (L-Rhamnose)
[—6,4 Me]
v neu (XII) | 263-270 — | — ' blau - — CooH,,04,%) | (Digoxigenin}
[—18,9 Me] (L-Rhamnose)
o neu 255-267 — | — | gelb — + CaeH 4304, Genin unbekannt
[—53,3 Di] +11/, H,O | (t-Rhamnose)
H | Subst. A von 235-242 — | — | gelb + -~ CoeHy044 Strophanthidin,
DOLDER et al.4) {~1,7 Me] nach Lit.?%) | L-Rhamnose
= Convallatoxin (X)| [— 9,4 Di]
£ neu 190-195 — | — | gelb - - CyoH 4404028 | Genin unbekannt
[~ 27,3 Me)] +H,0 (D-Glucose)
g neu 257-261 — | — | gelb - - Cy9H 404, %) | Genin unbekannt
[—22,8 Di] +2H,0 (D-Glucose)
J neu 180-187/ — | — | blau + — CyoH 50,1, | (Antiarigenin)
244-253 +4H,0 Zucker unbekannt
[— 27,7 Me]
K neu 180--184 — | — | blau + - CyoH 011 (Antiarigenin)
{+19,4 Me] +3H,0 (L-Acofriose)
J | Subst. F von 195-204/ — | — | blau - — CyoHy O4p Antiogenin
DoLDER ef al.4) 238-244 +3H,0 L-Rhamnose
= Antiosid (VIH) [—4,6 Me] nach Lit.4)
H” neu 203-207 — | — | gelb + + CyoH 015, %) | Genin unbekannt
[+13,9 Di] +11,H,0 | (p-Glucose)
M | f-Antiarin (IIT) 234-239 — | — | blau + — CogH4 04, Antiarigenin
[+6,1 Me- +H,0 L-Rhamnose
W-(1:1)] nach Lit.4)

20) V. ARREGUINE & P. E. Pasquatrs, Rev. Univ. Cordoba 32, 439 (1945); M. PeEsEz, Ann. phar-
mac. frang. 70, 104 (1952).

21)

Ausfithrung nach H. JAGER, O. ScHINDLER & T. REeIlcmstEIN, Helv. 42, 977 (1959). Alle

16-Hydroxy-, 16-Acetoxy- und 16-Dehydro-cardenolide geben dabei eine leuchtend blaue
Fluoreszenz im UV.-Licht. Die Reaktion entspricht der Fluoreszenz mit H,PO, nach PEsgz??),
die aber besser im Roéhrchen ausgefiithrt wird.

22)

P. BELLET, Ann. pharmac. frang. 8, 471 (1950).

28)

A. PeTIT, M. PESEz, P. BELLET & G. AMiarD, Bull. Soc. chim. France [5] 77, 288 (1950);

K. B. JENSEN, Acta pharmacol. toxicol. 9, 99 (1953); Chem. Abstr. 48, 2322b (1954). Eine

blaue Fluoreszenz mit JENsEN-Reagens geben alle Cardenolide, die eine 128-stindige HO-
Gruppe besitzen. Nach RUSSEL ¢t al.2) geben aber auch 17a-Digitoxigenin und andere 17«-
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Tabelle 7. Farbreakhtionen mit konz. H,SO,

Sub-

stanz 04 1’ 5 10’ 157 307 457 60’

i) braun- braun- braun- braun- braun- braun braun braun

violett violett violett violett violett
Y goldgelb  goldgelb  goldgelb  goldgelb orange rosa rosa rosa
y’39) rotorange rotorange blau blau graugriin grau grau grau
Rand blau
& gelb griin griin griin tintenblau tintenblau braun braun

Rand lila Rand lila

H rot orange goldgelb  goldgelb  gelbgriin griingelb Thellgriin  hell-

griin

3 rotorange orange orange lila violett violett violett violett

Rand lila Rand Rand Rand
braun braun braun

z braunrot braunrot braunrot hellbraun- lila blasslila  hellgrau  hell-

Rand violett grau
violett

J’ orangc griin- gelbgriin  gelbgriin  gelbgriin  gelbgriin gelbgrin  braun-

orange gelb

K goldgetb  braungelb braungelb griingelb griingelb braungelb braungelb braun-

Rand griin gelb
J griin griin griin griin griin blaugrau griinbraun griin-
Rand blau Rand blau braun

H” braun- braun- braun braun braun braun braun hell-

violett violett braun

M orange gelbgriin  gelbgriin  braungelb braungelb braungelb braungelb braun-

gelb
Cardenolide eine blaue Fluoreszenz, auch wenn sie an C-12 keinen Substituenten tragen.
Abnormale Farbungen geben einige Glykoside, z. B. Cymarin und Cymarol (blau) und 17¢-
Cymarin {(gelblich); 17«-Cymarol fluoreszicrt schwach blau.

) J. H. RusseL, O. ScHINDLER & T. REICHSTEIN, Helv. 43, 167 (1960).

%) Bei H, ] und M auch Identifizierung mit bekanntem Glykosid. Nachweis der Genine nach
Spaltung mit HCl in Aceton?§), der Zucker nach energischer saurer Hydrolyse mit KiLiani-
Mischung 7). )

26} C. MannicH & G. SIEWERT, Ber. deutsch. chem. Ges. 75, 737 (1942).

%) P. R. O. BaLLy, K. Monr & T. ReicHsTEIN, Helv. 34, 1740 (1951).

28) Zur Analyse dienten Proben, die bei 20° und 740 Torr iiber CaCl, vorgetrocknet waren. Es

29)
30

31)

ist der bei weiterer Trocknung bei ca. 100° (vgl. exper. Teil) und 0,01 Torr iiber P,O, gefundene
Wassergehalt angegeben. Es ist aber wahrscheinlich, dass die so getrocknete Probe immer
noch fest gebundenes Kristallwasser enthielt.

R. TscuescHE & R. W. Haupr, Ber. deutsch. chem. Ges. 69, 459 (1936).

Als Subst. y” wird ein aus Convallatoxin teilsynthetisch bereitetes Priparat von Periplogenin-
o-L-rhamnosid bezeichnet (vgl. exper. Teil dieser Arbeit). Eine gleiche Farbrcaktion gibt auch
Periplogenin-f-p-glucosid 31).

R. C. ELpERFIELD, F. C. UHLE & J. FRIED, J. Amer. chem. Soc. 69, 2235 (1947).
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log & Fiir ¢
1og £ Fir g
B Far B

———log £ Ffir Kk

34 |24
3300 (CIu13)

T T T T 1 T T
— Ain my 200 220 740 260 280 300 320 340
Fig. 13. UV.-Absorptionsspektren in Alkohol32)
B = Substanz f, Maximum bei 211 mg (log & = 4,30) und bei 310 mu (log ¢ = 2,25)
Ber. auf C,,H,,0,+ H,0 (550,63). Nr. 3111
Ap = Differenzkurve = log (eg— €0-Acetyl-digitoxigenin), Maximum bei 202 mu (log ¢ = 3,90)
7 = Substanz y, Maximum bei 218 mu (log ¢ = 4,09)
Ber. auf CyyH,,0,, (552,64). Nr. 3166
£ == Substanz &, Maximum bei 217 my (log ¢ = 4,10} und Schulter bei ca. 270-330 mu (log e
ca. 2,20)
Ber. auf Cy3H,,0,,+ H,O (570,65) Nr. 3300
{ = Substanz {, Maximum bei 216 mu (log ¢ = 4,08)
Ber. auf CyyH,,0,,+2H,0 (604,67). Nr. 3121
K = Substanz K, Maximum bei 216,5 mu (log & = 4,22)
Ber. auf CgoH,;;0,,+ 3H,0 (636,71). Nr. 2992

(XVI)33). Hydrolytische Spaltung nach ManNIicH?) im MikromaBstab und papier-
chromatographische Priifung der Genine gab fiir Subst. 8 und Subst. H” dasselbe
Resultat (vgl. Fig. 19). Ausser einem langsam laufenden Fleck (= Ausgangsmaterial)
und einem fast mit der Front wandernden Produkt (= Anhydrogenin) wurde ein

32y Aufgenommen von Herrn R. BUHRER mit einem BEckman-Spektrophotometer, Modell DK 2.
Der kurzwellige Teil des Spektrums bei Subst. § und Subst. ¢ und die Differenzkurven Af
und A& sind im Januar und Mirz 1960 aufgenommen worden und vermutlich mit cinem
grosseren Fehler behaftet, da der Apparat damals im kurzwelligen Gebiet viel Streulicht
zeigte. Bei H” und AH” (Aufnahme vom Febr. 1962) diirften die Werte erheblich genauer sein.

33) a) W. Scamip, H. P. UEHLINGER, CH. TamMm & T. RercHsTEIN, Helv. 42, 72 (1959); b) .. .
FresER, T. GoLaB, HERB. JAGER & T. REICHSTEIN, Helv. 43, 102 (1960}.
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log € Fur H"
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Fig. 14. UV.-Absorpiionsspektren in Alkohol32)

¢ = Substanz §, Maximum bei 204 my (log ¢ = 4,19) sowie Schulter bei ca. 216 mu (log & =
4,19)
Ber. auf CyyaH,0q0+ 1Y/, HyO (577,64). Nr. 3180

Ad = Differcnzkurve == log (£s — £0-Acetyl-digitoxigenin ), Maximum bei 200 mu (log ¢ = 3,77)

H” = Substanz H”, Maximum bei 211 mu (log ¢ = 4,25) und bei 306 my (log ¢ = 2,22)

Ber. auf CyoH,,0,,+ 11/, H,O (609,64). Nr. 3720
AH” = Differenzkurve = log (eH" — €0-Acetyl-digitoxigenin ), Maximum bei 198 mu (log ¢ = 3,81)
J° = Substanz J’, Maximum bei 217 mu (log £ = 4,23)

Ber. auf CyH, 0, + 4 H,0 (672,74). Nr. 3721

dazwischen liegender Fleck (vermutlich Genin) beobachtet der gleich lief wie Pachy-
genin. Es ist jedoch trotzdem sehr unwahrscheinlich, dass es sich bei und H” um
das r-Rhamnosid und das D-Glucosid des Pachygenins handelt. Diese Stoffe miissten
eine viel stirkere Linksdrehung zeigen. Ausserdem ist das f-D-Glucosid des Pachy-
genins (= Pachomonosid XVII)3#) bereits bekannt und nach Smp., Drehung und
Papierchromatogramm (vgl. Fig. 25) von H" eindeutig verschieden. Bis jetzt gelang es
nicht, die Struktur von § und H” aufzukliren.

Substanzen € und . Auch diese zwei Stoffe besitzen untereinander grosse Ahnlich-
keit. Sie enthalten aber beide denselben Zucker (D-Glucose) und laufen im Papier-
chromatogramm trotzdem- deutlich verschieden, sollten also sehr wahrscheinlich
verschiedene Genine enthalten. Auch ist { in Methanol viel schwerer 15slich als das
schwer kristallisierbare e. Im UV.-Spektrum ist in beiden Féllen nur das Maximum
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ica
G=17mg .
e 80k / \ ~ -
:q oo \ NS pu
Sall ] Al .
1Y ff\\ /
g ! Subst J' Fest in K Br
B S “'fk / Prap Clus -
© AW i 332

3 WAV, 21.7.61

3 ‘ 5 6 7 8 q 0 n 12 13 " 5

Fig. 15. IR.-Absorptionsspektrum von Substanz J' (Prip. CJu 5), fest in K By33), C; mit 1,7 mg pro

Pastille (ca. 300 mg), Cy mit 4,7 mg pro Pastille
Das 3,6-u-Gebiet ist auch noch mit 5facher Expansion der Ordinate aufgenommen, um dieschwache
Bande Dei 3,66 u deutlich hervortreten zu lassen

io0f 1
r:1 wIme

de TN

<ol | Vo e

X | i e T

§ \ Cz 44mg | / \\/\.—4\/\\ m,/ N N \\/‘

e ! NI 3\ /

I i Gl e Y

2 2] 5% Expansion S | 3 TD\: "/L\ J‘ Subst. K

g ks H 2 ! J, Subst.

< 40F it y oy ~ 8 Prap. Cu6

[ ifc { o P fest in K Br

S o o G 3322

Yool {‘ﬁ S 3 N7

D A— N s T i n —— ST S W — I I

3 4 5 B 7 8 9 0 KB 2 13 “ 1%

Fig. 16. IR.-Absorptionsspektrum von Substanz K (Prip. CJu 6), fest in KBr3%), C, mit 1,29 mg
pro Pastille (ca. 300 mg), C, mit 4,4 mg pro Pastille

Expansion des 3,6-u-Gebietes wie bei Fig. 15

des Butenolidringes sichtbar und keine zusdtzliche isolierte Doppelbindung nach-
weisbar. Bei fermentativer Spaltung mit Pilzamylase?9) lieferte ¢ ein Genin, das im
Papierchromatogramm (Fig. 17) genau gleich lief wie Xysmalogenin (XVIIT)34z)38),
Eine Identitdt ist aber ausgeschlossen, da ¢ keine isolierte Doppelbindung enthilt.
Die fermentative Hydrolyse von { lieferte ein Genin, das im Papierchromatogramm
(Fig. 17) viel langsamer lief als Xysmalogenin und ein wenig schneller als Peri-
plogenin (XIII). Auch Subst. { lduft im Papierchromatogramm ein wenig schneller
als Periplogenin-g-p-glucosid (XV)?®) und die Farbreaktionen mit H,SO, sind véllig
verschieden. Die Fluoreszenzreaktion mit SbCl,*') sowie mit H,PO, nach Prsgz??)
ist bei ¢ und { negativ, und beide geben bei der JENSEN-Reaktion?) eine gelbe
Fluoreszenz. Sie sollten demnach Genine enthalten, die weder in 12- noch in 16-
Stellung substituiert sind. Auch hier wurde die Struktur noch nicht abgeklirt.

34) Aufgenommen von den Herren R. BUurER und K. LIEBL in einem PERKIN-ELMER-Doppel-
strahl-IR.-Spektrophotometer, Modell 21, mit NaCl-Prisma.

35) Ein technisches Fermentpriparat aus Aspergillus oryzae, bezogen von der SCHWEIZERISCHEN
FErRMENT AG., Basel.

38) J. PoLon1a, A, KuritTzkEs, HERB. JAGER & T. REICHSTEIN, Helv, 42, 1437 (1959).

9
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Substanz y zeigte eine sehr dhnliche Drehung und lief im Papierchromatogramm
fast gleich wie Periplogenin-e-L-rhamnosid (XIV), das zum Vergleich durch Teil-
synthese aus Convallatoxin (X) bereitet wurde. In den Figuren ist es als y’ be-
zeichnet. Es war aber von Subst. y eindeutig verschieden (Smp., Farbreaktionen).
Inzwischen ist festgestellt worden, dass Subst.  mit Subst. E aus dem Latex von
Malaya) identisch ist. Fiir diesen Stoff kommt die Struktur eines Digoxigenin-o-
L-thamnosids (XII) in Frage5®). In Ubereinstimmung damit gab Subst. p bei der
JenseEN-Reaktion®) eine blaue Fluoreszenz und bei der MaNNIcH-Spaltung im
MikromalBstab neben den iiblichen rasch wandernden Anteilen (Anhydroderivate
usw.) einen Fleck, der in zwei Systemen (Fig. 18 und 20) dieselbe Laufstrecke zeigte
wie Digoxigenin (XI)37)38),

Substanzen K wund J'. Subst. K ist nach p-Antiarin (M) (III), Convallatoxin
(H) (X) und Antiosid (J) (VIII) einer der Hauptstoffe des Antraris-Milchsaftes. Sie
ist schwer zu isolieren und wurde bei der Verteilungschromatographie immer in
Gemischen erhalten, im besten Fall nur mit ]’ oder J vermischt. Im IR.-Spektrum
(Fig. 15 und 16) zeigten sowohl K als J’ die Bande einer Aldehydgruppe; Acetoxyl-
gruppen waren in beiden Fillen abwesend. K und ]’ zeigten mit H,SO, sehr dhnliche
Fiarbungen wie «- und f-Antiarin. Sie unterscheiden sich aber stark in der spez.
Drehung. Bei der energischen sauren Hydrolyse mit KirLiani-Mischung gaben sowohl
K wie J’ einen Zucker mit demselben Rf-Wert wie L-Acofriose. Auch bei der Mikro-
MANNICH-Spaltung gaben beide Glykoside ein gleiches Resultat. In beiden Fillen
wurde ein Genin erhalten, das im Papierchromatogramm gleich lief wie Antiarigenin
(I). Da K und J’ sicher verschieden sind, ist es kaum wahrscheinlich, dass sie beide
dasselbe Genin und denselben Zucker enthalten. Die spez. Drehung wiirde am ehesten
dafiir sprechen, dass Subst. K ein Acofriosid des Antiarigenins (also 3’-O-Methyl-
f-antiarin IV) darstellt. Da die MANNICH-Spaltung sehr langsam verlief und nur
wenig Material zur Verfiilgung stand, war es bisher nicht moglich, die Struktur von
J und K sicher abzukldren.

Substanz P (= Bogorosid)*)39). Bogorosid (P) und g-Antiarin (M) zeigen im
Papierchromatogramm sehr dhnliche Laufstrecken, lassen sich aber im System von
Fig. 12 deutlich unterscheiden. Beide enthalten als Zucker L-Rhamnose. Bogorosid
gibt wie f-Antiarin bei der JENSEN-Reaktion®) eine blaue Fluoreszenz, was {iir eine
HO-Gruppe in 123-Stellung spricht. Ferner zeigt es im UV.-Spektrum die Absorption
einer Aldehydgruppe bei 303 mu. Bei der ManNIcH-Spaltung wurde ein Genin er-
halten, das im Papierchromatogramm langsamer liuft als Antiarigenin (I)4°) und
Calotropagenin4?) und schneller als al-Dihydroantiarigenin (V)4?) und Ouabagenin
(XIX)2)42), Das Genin von Bogorosid ist vermutlich neu.

87) S. SMITH, J. chem. Soc. 7930, 508, 2478.

38y S. Paraki, K. MEYEr & T. ReicHsTEIN, Helv. 36, 1295 (1953).

39y Bogorosid ist aus diesem Milchsaft nicht kristallin isoliert worden. Fiir die Hydrolyseversuche
diente die alte von DOLDER?) isolierte Probe.

40) R. P. MarTIN & CH. Tamm, Helv. 42, 696 (1959).

4y G. HessE & F. REICHENEDER, Liebigs Ann. Chem. 526, 252 (1936), und G. HEessE, L. J.
Heusser, E. Httz & IF. REICHENEDER, bid. 566, 130 (1950); C. H. HassarL & K. REVLE,
Chemistry & Ind. 7956, 487.

42y G. Vorpp & CH. Tamm, Helv. 42, 1408 (1959); G. Vorpr, G. BAUMGARTNER & CH. Tamm,
Helv. 42, 1418 (1959).
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Formelschemat?)
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RO/\ ™ HO TN
OH
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XVII (R = Glu) Pacho-

monosid

Gu = D-Gulomethylose, Rh = rL-Rhamnose, Acf = L-Acofriose, Glu = D-Glucose.

Diskussion der Resultate

Die vorliegende Untersuchung hat bestitigt, dass der Milchsaft von Anfiaris
toxicaria aus Bogor ein kompliziertes Gemisch von Cardenolid-Glykosiden enthilt.
Wir glauben, dass mit dem Nachweis der 29 genannten Stoffe die wesentlichen
Komponenten erfasst sind. Die Trennung war zeitraubend und schwierig, da ge-
wohnliche Adsorptionschromatographie nicht geniigte und auch Verteilungs-
chromatographie keine vollstindige Trennung gab. Es konnte daher nur ein Teil
des Materials untersucht werden. Die von DOLDERY) frither aus gleichem Material
isolierten Substanzen D und E liessen sich in diesemn Milchsaft nicht nachweisen.

43) Endgiiltiger Beweis fiir die Formeln I-VIII vgl. Diss. C. JusLEN1) sowie C. JUSLEN et al.18).
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Fig. 17-25 sind Beispiele fiir weiteve Papierchromatogramme

Durchfithrung wie bei Fig. 1-12
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Nr. 28 Periplogenin und Xysmalogenin Nr. 41 Umsatz von Substanz H mit Pdt

,» 29 Uzarigenin ,» 42 EntschweflungsproduktausMercaptal
,» 30 Genin von Substanz ¢ von H, roh

., 31 Genin von Substanz { ,» 43 MANNICH-Spaltung von Substanz P
,» 32 ManNICH-Spaltung von Substanz y ,» 44 MANNICH-Spaltung von Substanz J’
,» 33 MannNIcH-Spaltung von Substanz o’ ,» 45 ManNICH-Spaltung von Substanz K

,» 34 Digoxigenin ,» 46 Antiogenin und Antiarigenin
,» 35 Periplogenin ., 47 al-Dihydro-antiarigenin

,» 36 Strophanthidin und Pachygenin ,» 48 Ouabagenin

.» 37 ManNICH-Spaltung von Substanz f§ ,» 49 Calotropagenin

,, 38 MaNNICH-Spaltung von Substanz H” ,» 50 Antiarigenin

,» 39 MannNicH-Spaltung von Substanz H ,» 51 Substanz H”

,» 40 Substanz y ,» 32 Pachomonosid

Die isolierten Stoffe sind alles Monoglykoside und enthalten als Zucker entweder
L-Rhamnose, 1-Acofriose oder D-Glucose. Auffallenderweise enthielt dieser Milch-
saft nur ein einziges Derivat der D-Gulomethylose, das a-Antiarin, das zudem nur
papierchromatographisch nachgewiesen werden konnte. Die Substanzen §, ¢, { und
H" enthalten, soweit papierchromatographisch festgestellt werden:konnte, ver-
mutlich unbekannte Genine.

Im Milchsaft aus Malaya hat WEHRL1%) 27 Cardenolide nachgewiesen. Von diesen
waren nur Digoxigenin-a-L-rhamnosid (hier als Subst. ¢ bezeichnet), Convallatoxin
(H), Antiosid (J), e-Antiarin (L) und g-Antiarin (M) mit hier nachgewiesenen Stoffen
identisch. Dies zeigt, wie gross der Unterschied im Vergleich zu dem hier unter-
suchten Material war. Das Material aus Malaya enthielt mehr Derivate der p-Gulo-
methylose (Desgluco-cheirotoxin und «-Antiosid, auch bedeutend mehr «-Antiarin).

Die eine von uns (C. J.) dankt dem SvENSKA VETENSKAPLIGA CENTRALRADET, SVENSKA
KuLTURFONDEN, Helsingfors Universitit, sowie der VEREINIGUNG DER FREUNDE FINNLANDS IN
DER ScHWEIZ fiir Stipendien, die ihr die Ausfithrung dieser Arbeit in Basel gestatteten. Ferner
danken wir dem SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS ZUR FORDERUNG DER WISSENSCHAFTLICHEN
ForscHUNG fiir einen Beitrag an die Kosten sowie Herrn H. KAUFMANN fiir seine Hilfe bei der
Korrektur.

Experimenteller Teil

1. Einleitung. Smp., Trocknung zur Analyse, Chromatographie an Mg-Silikat und Ausfiih-
rung der Acetylierungen wie bei DOLDER et al.4). Ausserdem beniitzte man zur Adsorptions-
chromatographie Al,O; WoELM (neutral, Akt.I, wenn nicht anders angegeben ist), Silicagel
BenDER-HOBEIN, Korngrésse 0,15-0,3 mm, und Kieselgel MErck, Korngrésse 0,05-0,20 mm.
Ubliche Aufarbeitung bedeutet: Aufnehmen in org. Phase, Waschen mit 2~ HCI, 2~ Na,CO,; und
Wasser, Trocknen iiber Na,SO, und Eindampfen im Vakuum. Die Substanzproben fiir die Dre-
hungsbestimmung wurden 1/, Std. bei 0,01 Torr und ca. 50° getrocknet. Fiir die Spektren wurde
bis zur Gewichtskonstanz bei ca. 740 Torr und 20° iiber CaCl, getrocknet. Der bei der Analyse
durch scharfe Trocknung iiber P,O; hierauf bestimmte Gewichtsverlust wurde als Wasser gerechnet.

Es werden folgende Abkiirzungen beniitzt: AcOH = Eisessig, (Ac),0 = Acetanhydrid, Ae =
Didthylither, An = Aceton, Alk = Athanol, Bu = #-Butanol, Chf = Chloroform, Cy = Cyclo-
hexan, Di= Dioxan, Fr = Fraktionen, Smp. = Schmelzpunkt, Isp = Isopropanocl, Me =
Methanol, Mek = Methylathylketon, MLL = eingedampfte Mutterlauge, Pe = Petrolither, Pdt =
Propandithiol-(1, 3), Pgl = Propylenglykol, Py = Pyridin, Tgl = Thiodiithylenglykol, Thf =
Tetrahydrofuran, To = Toluol, W = Wasser, Pchr = Papierchromatogramm(e) und Papier-
chromatographie. Verhiltniszahlen bedeuten immer das Verhiltnis der Volumina, wenn nicht
anders angegeben ist.

Papierchromatographie?) 1), Zur Imprignierung wurden die gewogenen Papiere (Wh Nr. 1)
durch An-W-(3:1) gezogen und an der Luft so lange hingen gelassen, bis der Wassergehalt genau
35% des:ursprﬁnglichen Gewichtes betrug. Beim Imprignieren mit Fmd, Pgl oder Tgl als sta-
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tiondre Phase wurden die Papiere durch eine Loésung von An-Fmd-(1:4), An-Pgl-(1:4) resp. An-Tgl-
(1:4) durchgezogen. Ausfiihrung der Diinnschichtchromatographie nach fritheren Angaben%4).

2. Energische Hydvolyse im Mikvomafstab. 2 mg Glykosid wurden mit 0,1 ml KiLiaNI-
Mischung?”) 1 Std. auf 100° erwarmt. Dann wurde mit 0,2 ml W versetzt, im Vakuum bei 30°
auf ca. 0,05 ml eingeengt, mit 0,2 ml W verdiinnt und 4mal mit 4 ml Chf ausgeschiittelt. Dic
Chf-Ausziige wurden mit wenig W gewaschen. Die vereinigten Wasserphasen wurden im Vakuum
von den Chf-Resten befreit, mit moglichst wenig Kationenaustanscher (Amberlit 1R 4B) in OH-
Form so weit neutralisiert, dass das Kongopapier nicht mehr gebldut, aber Lackmus noch ge-
rotet wurde. Zuletzt wurde die filtrierte Losung eingedampft. Ein Teil des Riickstandes wurde
fir die papierchromatographische Zuckerprifung verwendet?®), wobei PaRTRIDGE-L&sung als
Sprithreagenz diente48).

3. Extvaktion des Milchsaftes und Vortvennung dev Extvakte) 17} 48}, 3,490 Liter der Latex-Chf-
Alk-Mischung wurden im Vakuum bei 50° Badtemperatur auf 2 1 eingeengt, dann it 4 1 Alkohol
versetzt und 16 Std. bei 0° stehengelassen. Dann wurde abgenutscht und der unldsliche klebrige
Riickstand in 1,7 1 Alk durchgeknetet, 45 Min. geschiittelt und wieder durch dasselbe Filter ab-
genutscht. Dies wurde mit dem jeweils verbliebenen Riickstand 7mal mit 250 ml Alk wiederholt.
Der zuletzt verblicbene klebrige in Alk unldsliche, hellbraune Riickstand (377,8 g) war KEDDE-
negativ, gab aber mit BaArToN-Reagens?®) auf Phenole eine starke Blaufiarbung. Er wurde nicht
weiter untersucht. In den alkoholischen Lésungen fiel beim Stehen 1,652 g farbloses Pulver aus
(KEDDE-Reaktion negativ, Smp. 160-177°), wahrscheinlich a-Amyrin, und 26,2 g einer gummi-
artigen Substanz, KEpDE-negativ, nicht weiter untersucht. Das Filtrat (5,58 1) wurde im Vakuum
auf 2 1 eingeengt und mit dem frisch aus 300 g Pb(OAc),-trihydrat bereiteten Pb(OH),, das in
1 Liter 80-proz. Allkohol suspendiert worden war, versetzt und 15 Min. geschiittclt. Dann wurde
abgenutscht und mit 2 1 80-proz. Alkohol gewaschen. Die klaren Filtrate wurden mit 2n5 H,SO,
auf pH 6 eingestellt und unter Kontrolle des pH auf 370 ml eingeengt. Es wurde mit 100 ml W
verdiinnt und 1mal mit 750 ml Chf, dann 6mal mit je 500 ml Chf und anschliessend 14mal mit
je 500 ml Chi-Alk-(2:1) ausgeschiittelt. Die im Gegenstrom mit 100m1 W, 80 ml 2~ Na,CO, (2mal),
100 m1 W und 70 m1 W gewaschenen und {iber Na,SO, getrockneten Ausziige gaben die in Tab.1
(theor. Teil) genannten Ausbeuten.

Dic wisscrige Phase und das erste Waschwasser wurden im Vakuum auf 50 ml eingeengt
und in diinnem Strahl unter Rithren mit 500 ml Alk versetzt , wobei ein gelber, ziher, nicht weiter
untersuchter Niederschlag ausfiel (40,5 g}, der mit Alkohol angeknetet wurde. Nach Einengen
der alkoholischen Loésung fiel noch ein farbloses Pulver aus (ca. 1,55 g), das abfiltriert wurde. Es
war KEDDE-negativ, die BArToN-Reaktion®?) auf Phenole fiel auch negativ aus. Man untersuchte
cs nicht weiter.

Die vereinigten alkoholischen Lésungen wurden im Vakuum auf 50 ml eingeengt, mit 10 g
Na, 50, halbgesattigt und 3mal mit je 500 ml Chf-Alk- (3:2) ausgeschiittelt. Gewaschen wurde mit
halbgesittigter Na,80,-Losung und etwas 2N Na,CO,, ebenfalls halbgesittigt mit Na,SO,.
Trocknen und Eindampfen gab 2,134 g Chf-Alk-(3:2)-Extrakt. Aus Me-Ae 579 mg M ($-Antiarin)
in Platten, Smp. 233-242°, nach Pchr rein. Die vier Gruppen des Chf-Alk-(2:1)-Extraktes A, B,
C, D (vgl. Tab. 1) wurden ebenso aus Me-Ae kristallisiert und gaben die in Tab. 1 genannten
Kristalle, die aber alle Gemische darstellten. Die Kristalle der Gruppen A-und B wurden vereinigt
(nach Trocknung 7,09 g). Sie gaben aus Me mit ein wenig Ae 2,751 g reines M (= f-Antiarin),
Smp. 228-233°, nach Pchr einheitlich. Die Kristallmutterlauge, 4,339 g, wurde zur Herstellung
von O-Acetyl-antiosid verwendet18).

Vorvtrennung der ML des Chf-Alk-(2:7)-Extraktes A

Vorversuch a) 2,0 g ML des Chf-Alk-(2:1)-Extraktes A (Tab. 1) wurden in 30 ml W geldst
und 27mal mit je 10 ml der folgenden Chf-Alk-Gemische ausgeschiittelt. Die Ausziige passierten
zwel Scheidetrichter mit 10 ml W, wurden dann iiber Na,SO, getrocknet und eingedampft. Die

44} E. StaHL, Angew. Chem. 73, 646 (1961).

1) M. T. Krauss, HERB. JAGER, O. ScHINDLER & T. REICHSTEIN, J.Chromatogr. 3, 63 (1960).
46) S. M. PARTRIDGE, Nature 764, 443 (1949).

47) P. R. O. Barry, K. Mosr & T. REICHSTEIN, Helv. 35, 45 (1952).

) J.v.Euw, H. Hess, P. SpEISER & T. REICHSTEIN, Helv. 34, 1821 (1951).

4% C. M. BarToN, R. S. Evans & J. A. F. GARDNER, Nature 770, 249 (1952).
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zuletzt verbleibenden wisserigen Phasen wurden mit Na,SO, halbgesittigt und 10mal mit je
20 m] Chf-Allk-(3:2) ausgeschiittelt. Das Ergebnis ist aus Tab. 8 ersichtlich.

Vorversuch b) 0,461 g desselben Materials wurde in 15 ml W geldst und 33mal mit je 10 ml
Chf-Bu-Gemisch ausgeschiittelt. Dieses passierte zwei Scheidetrichter mit 10 ml W, wo es noch-
mals geschiittelt wurde. Zuletzt wurde die verbleibende wiisserige Phase mit Na,SO, halbgesittigt
und 8mal mit je 20 ml Chf-Bu-(3:2) ausgeschiittelt. Ergebnisse vgl. Tab. 9.

Vorversuch c) 0,456 g gleiches Material wurde genau wie b) mit Chf-Isopropanol-Gemisch
ausgeschiittelt. Ergebnis vgl. Tabelle 10.

Wie ersichtlich gab Vorversuch b) das beste Resultat. Daher wurde die Hauptmenge dhnlich
getrennt.

Hauptversuch. 35,23 g ML des Chi-Alk-(2:1)-Extraktes A (Tab. 1) wurden in 1134 ml W
geldst und 25mal mit je 760 ml Chf-Bu-Gemisch (von 10-209%, Bu-Gehalt) ausgeschiittelt. Die
Ausziige passierten jeweils noch 2 Scheidetrichter mit je 760 ml W. Das Ergebnis ist aus Tabelle 3
crsichtlich (theor. Teil). Die verbliebenen wisserigen Phasen wurden im Vakuum auf 70 ml ein-
geengt, mit 14 g Na,50, halbgesittigt und 6mal mit je 250 ml Chf-Bu-(3:2) ausgeschiittclt. Diese
gaben 9,441 g Material. Aus Me-Ae 1,583 g farblose Prismen, Smp. 227-234°, nach Pchr M mit
einer Spur von L. Die ML enthielt J, K, L, M, M, P, N, ¢, T und wurde nicht getrennt.

Tabelle 8. Ausbeute und Zusammensetzung dev Extvakte aus Vorversuch a)

Extrahiertes Material

Mengce Flecke im Pchr.
Fr. Nr. Organische Phase in mg 250y
1-5 Chf-Alk-(9:1) 13,2 (@), o, B, v, 6,8, H
6-7 Chf-Alk-(9:1) 6,5 (@), (), B, v, 8,6 H
8-12 Chf-Alk-(4:1) 271,9 gy, H e K J,LLH . MP
13-17 Chif-Alk-(4:1) 480,1 0,0 H e, K, J,L,H M P
18-22 Chf-Alk-(2:1) 328,7 H ¢l X, J,LLH, MP
23-27 Chf-Alk-(2:1) 202,1 H ¢l K J,LLH M P
28-34 Chf-Alk-(3:2) 152,8 oo, B, v, 6,6 H e K J L.H”
Chf-Alk-(3:2) M, P
35-37 Nach Zusatz von Na,SO, 22,3 o o, B, 10,6 H e (K J, L H”
M, P
Total 1,483
Tabelle 9. Ausbeute und Zusammensetzung dev Extvakte aus Vovversuch b)
Extrahiertes Material
Menge Flecke im Pchr.
Fr. Nr. Organische Phase in mg 250 »
1-5 Chf-Bu-{(9:1) 59,6 o o, 0,9, 8 H & L
6-11 Chf-Bu-(9:1) 65,1 oo, By, 0, H 6 K, ], L
12-16 Chf-Bu-(4:1) 83,8 oo, p, 0, H ¢ K, J, L
17-23 Chf-Bu-(4:1) 81,9 H{(K),JL M
24-28 Chf-Bu-(2:1) 70,9 (K), J, L M
29-33 Chf-Bu-(2:1) 35,0 (K), J, L, MM, P, N
Chf-Bu-(3:2)
3441 Nach Zusatz von Na, SO, 48,9 JLL M,P, N
Total 445,2

Vortvennung dev ML des Chf-Alk-(2:7)-Extr. B (Tab. 1)

Dic 12,0 g ML des Chf-Alk-(2:1)-Extr. B wurden in 390 ml W gelést und 40 mal mit je 260 ml
Chf-Bu-Gemisch ausgeschiittelt. Die Ausziige wurden im Gegenstrom 2mal mit je 260 ml W
geschiittelt. Ergebnis vgl. Tab. 11.
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Tabelle 10. Ausbeute und Zusammensetzung dev Extrakte aus Vorversuch c)

Extrahiertes Material

Menge Flecke im Pchr.

Fr. Nr. Organische Phase in mg 250 y

1-5 Chf-Isp-(9:1) 35,5 a o, B9 6 8 H e (KT

6-11 Chif-TIsp-(9:1) 81,4 oo, f,v,6, 0 H g K ] L
12-16 Chf-Tsp-(4:1) 85,3 (@), @), §),8H, ¢ K J, LM
17-21 Chf-Tsp-(4:1) 53,4 & LK I LM
22-26 Chf-Isp-(2:1) 95,9 K, J,LLM,P N
27-31 Chif-Isp-(2:1) 30,6 K, J,LLM,P N
32-36 Chi-Isp-(3:2) 44,5 K,JJLM,P N, t

Nach Zusatz von Na, SO,

Total 426,6

Tabelle 11. Ausbeute und Zusammensetzung dey Extrakte aus dev ML vom Chf-Alk-(2:1)-Extrakt B

Organische Phase Extrahiertes Material
Menge
¥r. Nr. inmg  Flecke im Pchr. Kristalle aus Me-Ae
1-4 Chf-Bu-(9:1) 418,6 S, 9,4, (&), H, (&), (K), (])
5-9 Chf-Bu-(9:1) 387,1 (B),y, 6, (6), H, (e, L K, J
10-14 Chif-Bu-(4:1) 1204,7 (8), (&). H, ¢, L. K, J, L
15-19  Chi-Bu-(4:1) 1081,1 (g, (), K, J, L, (M)
20-24 Chf-Bu-(4:1) 927,8 (¢), (0), K, J, L, (M)
25-29 Chf-Bu-(2:1) 21389 ], K, L, M, M
30-34 Chf-Bu-(2:1) 12027 1, XK, L, MM
35-37  Chf-Bu-(3:2) 801,9 J, K, L, M, M, (P) 0,197 g M, (L), (J),
Smp, 222-227°
3840 Chif-Bu-(3:2) 1990,0 K, L, (M), M, P, N 0,301 g M, (L), (N),
Nach Zusatz von Na, SO, und kiirzer laufende Smp. 233-237°
Total 10.242

4. Vevieilungschvomatographien. — Verteilungschvomatographie I. 1,625 kg gewaschenes und
getrocknetes Cellulosepulver wurden in ciner Mischung von 34%, An, 469, Chf und 209, »-Penta-
nol%®) suspendiert und in ein Chromatographierohr (Nr. 4) 1) eingefiillt. Nachdem das Pulver in
das Rohr gefiillt war, wurde cine Lésung von 613 ml W in 5268 ml An, 695 ml »-Pentanol und
1598 ml Chf durchfliessen gelassen. Die durchgeflossene Lésung wurde noch zweimal auf die Saule
gegeben. Zuletzt wurde so lange mit Mek-Be-(2:1) mit W gesittigt gewaschen, bis die abtropfende
Losung dasselbe spezifische Gewicht wie die Losung zeigte. Hierauf wurden 4,024 g Material
(Gruppe I, Tab. 3 theor. Teil) in 15 ml Me geldst, mit 13 g gereinigtem Kieselgur vermischt, im
Vakuum getrocknet, in Mek-Be-(2:1) auf die Siule gebracht und wie {iblich chromatographiert.
Laufgeschwindigkeit 235 m! pro Std. ¢ = 15-18°, Fraktionen je 250 ml. Bewegliche Phase hier
durchgehend Mek-Be-(2:1) it W gesittigt. Das Resultat ist aus Tabelle 12 ersichtlich.

Nach Abtrennung von Fr. 80 diente dieselbe Siule zur Trennung von Gruppe II.

Verteilungschromatographie 11. Die3,654g Gruppe II (Tab. 3) wurden an 135 g SiO, chroma-
tographiert3!). Dabei liessen sich zunichst ca. 50 mg KeEpDE-negatives Material abtrennen. Die
mit Chf-Me-(94:6) eluierten Anteile (1,207 g) gaben aus Me-Ae 0,358 g krist. Substanz H (= Dot-
DER’s Substanz A) in farblosen Prismen, Smp. 226-232°, nach Pchr nur H. Von den ML und allen
amorphen KEDDE-positiven Fraktionen (die letzteneluiert mit Chf-Me-(3:1)), total 2,651 g, wurden

50y C. H. TRABERT, Arzneimittel-Forsch. 70, 197 (1960).

1) Nach Eluierung mit Chf-Me-(3:1) blieben auf der SiO,-Sdule noch ca. 595 mg zuriick. Daher
wurde bei den anderen Gruppen von einer Vortrennung an SiO, abgesehen.
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Tabelle 12. Verteilungschromatographie I von 4,024 g Gruppe I (Tab. 3)
Eindampfriickstand
Fr. Nr. roh Kristalle
Menge Flecke im System| Menge Sm Fleckeim| System
in mg Pchr. Nr. in mg P Pchr. Nr.
1-7 115,9 KEDDE-neg.
8-13 134,8 o, o 2
14-23 129,3 @), B,y 2
24-25 33,5 B v 2
26-30 401,1 B. 2 201,7 178-185° | f 2
31-33 214,2 B, v, 0,H 2
34-35 147,9 B,y & H 2 19,0 217-224° o, (H) 2
36-37 161,1 (), ¢, H 2
3846 865,0 (), &, H, (g 2,3 579,2 227-232° H 2,3
47-51 398,8 H, e 3
52-54 235,7 H), & ¢ 3 93,5 179-182° e, H 3
55-60 426,4 &, (§) 3 160,0 184--186° € 3
61-62 1344 & () 3
63-66 213,8 g & 3 49,0 232-243° ¢ 3
67-70 65,0 ¢, L,H” 35
71-80 99,1 L, H” 3,5
Total 37760 |
Tabelle 13. Verteilungschvomatographie 11 von 2,399 aus Gyuppe Il (Tab. 3)
Eindampfriickstand
Fr. Nr. Bewegliche roh Kristalle TS
Phase Menge | Flecke im |System| Menge Sm 1er(r:1 © tgri_
in mg Pchr. Nr. | in mg p: Pchr. | Nr.
1-10 Be-Mek-(1:2) 60,3 | a, &’ 2
11-14 Be-Mek-(1:2) 40,3 | (o), (@), B, y| 2
15-30 Be-Mek-(1:2) 83,1 | v, (6) 2
31-38 Be-Mek-(1:2) 66,5 | y, (d) 2 25,3 261--269° | y 2
39-48 Be-Mek-(1:2) 584 |y, 6, H 2
49-54 Be-Mek-(1:2) | 11451 4, &, H 2 25,0 239-248° | & 2
55-67 Be-Mek-(1:2) | 429,7 | (&), H, (¢),&’] 2,3 297,0 211-230° | H 2,3
68-69 Be-Mek-(1:2) 46,8 | H, e, & 2,3
70-81 Be-Mek-(1:2) | 365,8 | H, ¢, & 2,3
82-109 Be-Mek-(1:2) | 221,3 | (e), ¢ 2,3
110-113 Be-Mek-(1:2) 14,2 | ¢ 3
114-121 Be-Mek-(1 :4) 41,9 | & 3
122-134 Be-Mek.-(1:4 8731 ¢ 3
135-137 Be-Mek-(1:4) 594 (¢, 7 3
138-154 Be-Mek-(1:4) | 1454 | ¢, L, ] 35
155-171 Be-Mek-(1:6) | 164,0 | {, L, T 3,5
172-174 Be-Mek-(1:6) | 101,3 [ L, H”, T 3,5
175-178 Be-Mek-(1:6) | 162,8 | (J), (L), H” | 3,5 90,2 205-222° | H” 3,5
179-199 Be-Mek-(1:6) | 2421 | H", M, m, o | 4.5
200-207 Mek 51,8 |\ H", M,m,p | 45
Total 2556,9
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2,399 gmit 7 g gercinigtem Kieselgur auf die Sdule gegeben und entsprechend Tabelle 13 chroma-
tographiert. Laufgeschwindigkeit ca. 235 ml pro Std.; Fraktionen je 510 ml.
Verteilungschvomatographie III. Eine frische Sdule aus Cellulose (trocken 1,427kg) wurde
mit An-Chf-Pentanol wie frither bereitet. Nach Packung der Sdule wurde eine mit W gesittigte
Mischung aus 9,2%, n-Pentanol, 69,7% An und 21%, Chf durchfliessen gelassen. Das abfliessende
Gemisch wurde crneut mit W gesattigt und wieder auf die Siule gebracht, bis insgesamt 500 ml
W aufgenommen waren. Hicrauf wurde wie bei der Verteilungschromatographie I verfahren und

dann 7,027 g Gruppe 111 in 22 g Kiesclgur aufgetragen. Die Trennung crfolgt wie aus Tabelle 14
ersichtlich.

Tabelle 14. Vertetlungschromatographie 111 von 7,027 g Gruppe 111

Eindampfriickstand
| Bewegliche Volu- roh Kristalle
¥r. Nr. Phase men A Sy- Sy-
ml Menge Flecke im stem Menge Smp. .Flccke stern
in mg Pchr. Nr., |in mg im Pchr. | N
1-10 | Be-Mek-(1:2) | 3000 32,1} KEpDE-
11-19 | Be-Mek-(1:2) | 4200 | 102,4| o, ', ', (). (5)| 2
20-25 | Be-Mek-(1:2) | 3300 24,61 (o), (&), ¥ 2
26-28 | Be-Mek-(1:2) | 2400 42,3 v, 6, (H) 2
29-33 | Be-Mek-(1:2) (1800 107,9{ (y), 4,0, H 2 36,2 1240-247°% (p), 0, H| 2
34-36 | Be-Mek-(1:2) | 1650 | 189,2| &', (H), & £, J7| 2,3 | 59,1 |238-249°| ¢, H 2
37-40 | Be-Mek-(1:2) | 2200 3549 ¢ £, J. K, L | 3,5 | 67,2 |226-232°| K,J",¢, {| 3.5
41-52 | Be-Mek-{(1:2) 16600 | 1273,9¢ J, 7', K, K, L 3,5
53-56 | Be-Mek-(1:2) 2200} 220,1| K’, J, L 3,5 | 61,8 |180-193°| K’, L 3,5
57-61 | Be-Mek-(1:2) | 2750 | 129,7] K’, J, L 3,5
62-66 | Be-Mek-(1:2) | 3300 52,5 J, L 3,5
67-75 | Be-Mek-(1:4) (8800 | 146,8| J, L 3,5 [186,1 l 191-204°f
76-85 | Be-Mek-(1:6) | 5500 167,6] J, L 3,5 ( 238-247°y ] 3,5
86-92 | Mek 3850 352 J, L 3,5
93-96 | Mek-Bu-(4:1) | 2200 654 ], L 3,5 }
97-101| Mek-Bu-(4:1) | 2750 | 3461,8| Fiir Verteilungschromatogr. IV verwendet
Total 6406,4

Verteilungschvomatographie IV . Hierfiir wurden 1,7 kg gereinigtes Kieselgur mit 1,7 1 W
homogenisicrt in Be-Mek-(1:3) suspendiert und in die Siule eingefiillt. Die Substanz, 3,822 g der
Gruppe 1V, 2,529 g der Gruppe V, sowie 2,649 g der ¥r. Nr. 97-101 (siche Tab. 14), zusammen 9,0 g,
wurde mit 15 g Kiesclgur vermischt, auf die Sdule aufgetragen und entsprechend Tab. 15 chroma-
tographiert.

5. Beschyeibung dev isolievien kyvistallinen Substanzen. Farbreaktionen nach JENSEN und PESEZ
vgl. Tabelle 6, Farbreaktion mit konz. H,SO, vgl. Tabelle 7, Laufstrecke im Pchr. vgl. Fig. 1-12.
Nachweis der Zucker vgl. Tabelle 6; UV.-Spektren vgl. Fig. 13 und 14, IR.-Spcktren vgl. Fig. 15
und 16. Hydrolytische Spaltung nach ManNicH oder Zuckcrabspaltung mit Pilzamylase®) vgl.
Fig. 17-20 und 22-24.

Substanz §. Die 201,7 mg Kristalle aus Fr. 26-30 von Verteilung I (Tab. 12} gaben aus
Mec-Ae 181,9 mg farblose Sdulen, Smp. 181-189°, 201-211°, [obj%f = —~6,4° + 2° (¢ = 0,96 in Me).
Trocknung zur Analyse 20 Std. iiber P,O; bei 0,01 Torr und 110° (Schweinchen) gab 3,449, Ge-
wichtsverlust. CogHggOg+ H,O (550,63) Ber. 3,0 3,279,.

CogHgOg (532,61)  Ber. C 65,39 H 7,579  Gef. C 6560 H 7,839

Dic Substanz war methoxylfrei. Laufstrecke im System Mek-To-(4:1)/W gleich wie Malayo-
sidshy.
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Substanz . Die 25,3 mg Kristalle aus Fr. 31-38 von Verteilung II (Tab. 13) gaben aus Me-Ac
7,1 mg kleine farblose Prismen, Smp. 263-270°, [¢]% = ~18,9° 1 3° (¢ = 0,68 in Me). Trocknung
zur Analyse 36 Std. bei 0,01 Torr und 100° iiber P,O; (Schweinchen) gab keinen Gewichtsverlust.

CopH 0y (536,64)  Beor. C 64,90 H 8,26%  Gef. C 63,58 H 8,58Y%

Tabelle 15. Verteilungschromatogvaphie IV von 9,0 g Material

Eindampfriickstand
N Bewegliche Volu- roh Kristalle
Fr. Nr. Phase men ] Sy- Tlecke| Sy-
) ml Menge Flecke im stem Mengc Smp. im stom
in mg Pchr. Nr. |inmg Pchr. Nr.
1-8 Be-Mek-(1:3) | 4140 | 320,5| o, o’ 2
9-14 | Be-Mek-(1:3) | 2760 | 190,7| «, &', p, O 2
15-23 | Be-Mek-(1:3) | 3910 | 138,9| a,&’,y.6,0", H| 2
24-26 | Be-Mek-{(1:3) | 1380 45,1 H, (&), ¢ 2,3
27-35 | Be-Mek-(1:5) | 4310 | 296,2| ¢, £, (]J)) 2,3
36-38 | Be-Mek-(1:5) 990 | 124,1| J’ 3,5
3941 | Be-Mek-(1:5) 990 | 134,7| J', K 3,5
42-52 | Be-Mek-(1:5) | 3300 | 507,3{ J’, K, (]) 3,5
53-59 | Be-Mek-(1:5) | 2310 | 513,6] K, (]) 3,5 28,8 | 179-187°| K 3,5
60-61 | Be-Mek-(1:5) 660 | 143,6| K, ] 3,5
62-64 | Be-Mek-(1:5) 990 | 165,31 K, ] 35 | 46,2 | 189-195°| K, ]J 3,5
65-69 | Be-Mek-(1:5) | 1650 | 3344 (K), (L), J, & | 4.5 [368,8 | 192-200°] J 4,5
70-73 | Be-Mek-(1:5) | 1320 | 307,9]| J, (L), (§) 4,5 237-243°
74-77 | Be-Mek-(1:5) 990 | 317,7| J,L, & 4,5 1141,7 | 192-201°| J 4,5
78-87 | Be-Mek-(1:5) | 3520 522,5 J,L,H" & 4,5
88-91 | Be-Mek-(1:53) | 1640 | 153,7 (H"), &, =, ¢ 4,5
92-95 { Be-Mek-(1:5) | 1480 } 123,6| &, 7, ¢ 4,5
96-99 | Be-Mek-(1:5) | 1480 | 150,9| &, n, p, (M) 4,5
100-130; Be-Mek-(1:5) |15630 | 911,4| &, 7, ¢, M 4,5
131-140{ Be-Mek-Bu- 9775 |2967,2) & 7, 0, M, P, |4,5,7
(1:5:3) N, 0. 7,0, @
Total 3369,3

Substanz §. Die 25 mg Kristalle aus Fr. 49-54 von Verteilung 1I (Tab. 13) gaben aus Me-Ae
16,8 mg farblose viereckige Prismen, Smp. 255-267°, [a]}} = —53,3° 4 3° (¢ = 0,68 in Di).
Trocknung zur Analyse 36 Std. bei 0,01 Torr und 100° iiber P,O; (Schweinchen) gab 4,869, Ge-
wichtsverlust. CogH,, 0,4+ 1Y/,H,O (577,64) Ber. H,O 4,67%,.

CooHgpO40 (550,63)  Ber. € 63,25 H 7,69%  Gef. C 63,68 H 8,16%

Substanz H (Substanz A von DoLper = Convallatoxin). Die 579 mg Kristalle aus Fr. 38—48
von Verteilung I (Tab. 12) gaben aus Me-Ae 401 mg farblose Siulen, Smp. 235-242°; [a]}? =
—1,7° 4 3° (¢ = 0,65 in Me), [«]ff = —9,4° + 3° {¢ = 0,72 in Di}. Nach Mischprobe, Drehung,
Farbreaktionen und Pchr identisch mit DoLDERS Substanz A%).

Substanz £°2). Die 160 mg Kristalle aus Fr. 55-60 von Verteilung I (Tab. 12) waren gelblich
gefiarbt. Sie wurden an Silicagel chromatographiert, und die mit Chf-Me-Gemischen von 6-129%,
Me-Gehalt eluierten Anteile, zusammen 133,6 mg, gaben nach mehrmaliger Umkristallisation aus
Me-W 49,4 mg gelbliche Prismen, Smp. 190-195°, [o]ff = —27,3° 4 3° (¢ = 0,87 in Me). Trock-
nung zur Analyse 16 Std. bei 0,01 Torr und 100° iiber P,O; (Schweinchen) gab 3,759, Gewichts-
verlust. CyyHyO19+ H,O (570,65) Ber. H,O 3,159%,.

CooH 4,040 (552,64)  Ber. C 63,02 H 8,03% . .
CZZH::OT; {550,63) Ber. C 63,25 H 7,69% Gef. € 6220 H 8,21%
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Zuckevabspaltung mit Pilzamylase35). 4,7 mg Substanz ¢, Smp. 190-195°, wurden in 1 ml W
mit 10 mg Pilzamylase versetzt, ein paar Tropfen Toluol zugegeben und 5 Tage bei 37° stehen-
gelassen. Ubliche Aufarbeitung und Priifung von Chf-Extrakt im Pchr (System Be-Chf-(7:5)/
Fmd) gab einen Fleck mit demselben Rf-Wert wie Xysmalogenin (vgl. Fig. 17). Als Zucker
wurde Glucose papierchromatographisch nachgewiesen.

Substanz {52). Die 49,0 mg Kristalle aus Fr. 63-66 von Verteilung I (Tab. 12) gaben nach zwei-
maliger Umkristallisation aus Me-Ae 10,1 mg farblose Nadeln, Smp. 257-261°, [«]}} = —22,8° & 3°
(¢ = 0,78 in Di). Trocknung zur Analyse 6 Std. bei 0,01 Torr und 100° iiber P,O; (Schweinchen)
gab 5,339, Gewichtsverlust. CyoH,,0,,+ 2H,0 (604,67) Ber. H,O 5,95%,.

CooH g O (CogH, 040+ H,0) (568,64)  Ber. C 61,25 H 7,809%  Gef. C 61,41 H 8,05%

Die Substanz war schwerléslich in Me und An.

Zuckevabspaltung wit Pilzamylase. 5 mg (Kristalle zweiter Qualitit) wurden analog wie fir
Subst. ¢ mit Pilzamylase behandelt. Priifung des Chf-Extraktes im Pchr (Nr. 31 in Fig. 17) im
System Be-Chf-(7:5)/Fmd gab nur einen Fleck mit Rf-Wert &dhnlich wie Periplogenin. Im Pchr
System Mek-To-(4:1)/W wanderte Substanz { ein wenig schneller als synthetisch hergestelltes
Periplogenin-f-D-glucosid 3!). Letzteres gab eine véllig andere Farbreaktion mit konz. Hy,SO, (vgl.
theor. Teil).

Substanz J'. Die Fr. 36-38 von Verteilung IV (vgl. Tab. 15) wurden an Al,O, gereinigt, gaben
aber keinc Kristalle. Die folgenden Fr. 3941 und 42-52 wurden vereinigt und 604 mg davon auf
18 g Al,0, WoELM chromatographiert. Die mit 2% Me in Chf eluierten Anteile (Fr. 1-6, zusammen
72,5 mg) gaben aus An-Ae 18,2 mgreines J’ in Kristallen, Smp. 180-192°. Die Fr. 7-19, zusammen
245 mg, gaben aus An-Ae 141 mg Kristalle, Smp. 175-185°. Pchr (System Mek-To-(4:1)/W) zeigte
ein Mischkristallisat von K und J’. Die einheitlichen Kristalle von Substanz J’ wurden aus An-W
umkristallisiert und gaben 7,1 mg farblose Nadeln, Smp. 180-187°, [a)§ = —27,7° + 3° (¢ =
0,55 in Me}. Trocknung zur Analyse 6 Std. bei 0,01 Torr und 100° iiber P,O; (Schweinchen) gab
9,73%, Gewichtsverlust. CyH,40,,+4H,0 (672,74) Ber. H,0 10,719%,.

CyoHygOqp + HyO (600,68)  Ber. € 59,98 H 8,05%  Gef. C 59,09 H 7,849,

Die Substanz war leicht 16slich in Me, schwer in An. Zuckerbestimmung von Substanz J’
im System Bu/W und Mek-Bu-(1:1)/ Boratpuffer?) gab einen Fleck mit demselben Rf-Wert
wie L-Acofriose.

Substanz K. Die 28,8 mg Kristalle aus Fr. 53-59 von Verteilung IV (Tab. 15) wurden aus
W umkristallisiert und gaben 25,8 mg farblose Blattchen, Smp. 180-184°, [«]#} = +19,4° + 3°
{¢ = 0,69 in Me). Trocknung zur Analyse 48 Std. bei 0,01 Torr und 65° tiber P,O; (Schweinchen)
gab 8,089, Gewichtsverlust. Cg4yH,40,,+3H,0 (636,71} Ber. H,O 8,489%.

CgoHyg0,y (582,67) Ber. C61,84 H 796 OCH,;5,32% Gef. C61,58 H 7,71 OCH, 5,42%

Die Substanz war leicht 16slich in Me, schwer in An. Zuckerbestimmung von Substanz K im
System Bu/W und Mek-Bu-(1:1)/Boratpuffer4s) gab r-Acofriose.

Substanz | (= Antiosid).79,6mg aus Verteilung III Fr. 62-96 gaben aus An-Ae 51,2 mg farb-
losc Nadeln, Smp. 195-204°/238-244°, [a] = —4,6° & 3° (¢ = 0,72 in Me). Nach Mischprobe,
Farbreaktion mit konz. H,S0O,, Drehung und Pchr identisch mit authentischem Material. Eine
Probe (25 mg) wurde nach Vorschrift acetyliert. Das neutrale Rohprodukt (30,0 mg) gab aus
An-Ae 14,5 mg farblose Nadeln, Smp. 235-237°, [a]}} = +4,0° £ 3° (¢ = 0,77 in Chf). Nach
Mischprobe, Drehung, Farbreaktionen und Pchr identisch mit authentischem Material?).

Substanz H”. Die 90,2 mg Kristalle aus Fr. 175-178 der Verteilung II (Tab. 13) gaben aus
Me-Ae 60,7 mg farblose kleine Prismen, Smp. 203-207°, [a]f = +13,9° &+ 3° (¢ = 0,78 in Di).
Trocknung zur Analyse 13 Std. bei 0,01 Torr und 100° iiber P,O, (Schweinchen) gab 4,599, Ge-
wichtsverlust. CpgH,,0,5+ 11/,H,0 (609,64) Ber. H,0 4,43%,.

CaoH 401 (580,61) Ber. C59,99 H 6,949,  Gef. C60,19 H 7,30%
CyH 5049 (=CoeH 0y, + H,O, 582,63) Ber. C 59,78 H 7,279,
Die Substanz war schwer 16slich in Me und An.

Substanz M (= f-Antiarin). Die 2,751 g Kristalle (gewonnen aus den rohen Kristallen der
Chf-Alk-(2:1)-Extrakte A und B Tab. 1) gaben aus Me mit wenig Ae farblose Platten, Smp. 234—

52) Die Substanzen & { und H” enthalten als Zucker Glucose und lassen sich nur schwer voll
stindig trocknen.
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239°, [a]f = +6,1° & 3° (¢ = 0,71 in Me-W-(1:1)). Nach Mischprobe, Drehung, Farbreaktion
mit konz. H,SO, und Pchr identisch mit authentischem Material?).

6. Teilsynthese von Periplogenin-a-L-rhamnosid-<1,5) (= Subst. y’}). 56,7 mg von Substanz H,
Smp. 227-232°, wurden mit 1,1 ml Propandithiol-(1,3) und 27,5ml einer Lésung von 0,5 Gewichts-
proz. trockenem Chlorwasserstoff in Me versetzt und 2 Tage stehengelassen (vgl. Angaben bei
Reduktion von f-Antiarin®)). Die Aufarbeitung gab 73,8 mg Chf-Alk-(2:1)-Extrakt. Das Roh-
produkt wurde in 3 ml Di gelést und eine Suspension von ca. 2,8 g RanEy-Nickel in Di zuge-
geben. Papierchromatographische Kontrolle nach 1 Std. zeigte im System Mek-To-(4:1)/W neben
den zwei schnell laufenden Schwefelverbindungen (Schwarzfirbung mit HgCl, in Me, schwicherer
Fleck Rf-Wert = 0,83, stirkerer Fleck Rf-Wert = 0,65) noch einen langsamer laufenden Fleck
mit Rf-Wert gleich wie Substanz y (vgl. Fig. 21). Ubliche Aufarbeitung nach 3 Std. gab 54 mg
Chf-Alk-(2:1)-Extrakt, deran1,5 g Kieselgel MERCK chromatographiert wurde. Die mit Chf-Me-
(95:5) eluierbaren Anteile (31,4 mg) gaben aus Me-Ae 23,4 mg Kristalle, Smp. 157-168°/220-230°.
Umkristallisation aus Me-Ae gab 9,8 mg farblose Kormer, Smp. 169-174°/220-227°, [«]¥f =
—19,4° (¢ = 0,66 in Me); Farbreaktion mit konz. H,S0,, vgl. Tabelle 7.

Acetylievung. 14,5 mg von y’ gab nach Acetylierung und iiblicher Aufarbeitung 16,2 mg Roh-
produkt. Durch Kristallisation aus An-Pe wurden 13,2 mg farblose Prismen erhalten, Smp. 230-
234°. Umkristallisation aus An-Pe gab 10,1 mg Kristalle, Smp. 229-237°, [¢)® = —21,4° 4 3°
(¢ = 0,74 in Chf).

MANNICH-Spaltung im Mikvomafstab. 2,3 mg von Substanz y” wurden in 0,5 ml An, das mit
19, konz. HCl versetzt war, gelost. Pchrnach 2 Tagen im System Be-Chf-(7:5)/Fmd und To-Mek-
(1:1)/W zeigte, neben Ausgangsmaterial und rasch wandernden Anhydroprodukten, einen Fleck
mit demselben Rf-Wert wie Periplogenin (vgl. Nr. 33 in Fig. 18).

Die Elementaranalysen wurden von Herrn E. THoMMEN im Mikrolaboratorium des Institutes
ausgefiihrt.

ZUSAMMENFASSUNG

Bei einer erneuten Analyse des Milchsaftes von Antiaris toxicaria LEscu (Mora-
ceae) aus Bogor wurden 29 KEDDE-positive Substanzen papierchromatographisch
nachgewiesen. Davon liessen sich 11 Stoffe (§, ¢, ', H, ¢, ¢, J', K, J, H” und M) in
Kristallen, ein weiterer (¢') in amorpher, aber papierchromatographisch reiner Form
isolieren. Die Substanzen v, H, J und M waren identisch mit Digoxigenin-«-L-rham-
nosid, Convallatoxin (= Subst. A von DOLDER), Antiosid und f-Antiarin. Bei K
konnte es sich um ein Antiarigenin-«-L-acofriosid handeln. Die anderen krist. Stoffe
stellten vermutlich unbekannte Cardenolide dar. Alle isolierten Stoffe erwiesen sich
als Monoglykoside und enthielten als Zucker L-Rhamnose, D-Glucose oder L-Acofri-
ose. Die Zuckerkomponente in J* konnte nicht sicher identifiziert werden. Die Teil-
synthese von Periplogenin-o-L-rhamnosid —<1,5> wurde beschrieben; dieses Glykosid
konnte im untersuchten Milchsaft jedoch nicht nachgewiesen werden.
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