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194, Die Glykoside der Wurzeln
von Asclepias glaucophylla SCHLECHTER!)
Glykoside und Aglykone, 257. Mitteilung [1]1)

von J. M. do Nascimento Jr., Ch. Tamm, Herb. Jiger und T. Reichstein
(23. VIL. 64)

Asclepias giaucophylla SCHLECHTER (= Gomphocarpus glaucophylius SCHLECHTER)?)
ist eine in Zentral- und Siidafrika heimische Asclepiadacee (vgl. Fig. 1). Die ca. 90~
120 cm hohen Triebe sterben jedes Jahr ab und werden in der Vegetationsperiode aus
dem Wurzelstock wieder neu gebildet. Alle Teile der Pflanze sind stark bitter und
enthalten sehr viel Milchsaft. Uber chemische oder pharmakologische Untersuchun-
gen von Asclepias glaucophylia ist uns nichts bekannt. Wir beschreiben hier die che-
mische Analyse der Wurzeln.

Beschaffung des Ausgangsmaterials. Herr Dr. I. B. POLE-EvaNS sammelte am
13. Dezember 1955 im Tal des Odzani-Flusses im hohen Bergland (ca. 5000-6000 Fuss

Fig. 1. Standortaufnahme von Asclepias glaucophylla SCHLECHTER «on the Highveld grassland» im
mittleven Transvaal zwischen Pretovia und Johannesburg, Siidafrika, ca. 5000-6 000 Fuss iiber Meer.
Aufnahme Nv. 146, 5. Dez. 1951, Dr. 1. B. PoLE-Evans.

Pflanze ca. 90-120 cm hoch mit Bliitenknospen und ganz jungen Friichten. Die Pflanzen blithen
in der Regel bald nach den ersten starken Friihjahrsregen (Sept.—Okt.) und finden sich besonders
auf spaltenreichen geborstenen Felsképfchen.

1) Auszug aus Dissertation J. M. po NASCIMENTO JR., Basel 1959, — Die Zahlen in eckigen Klam-
mern verweisen auf das Literaturverzeichnis, S, 1791.

2) Nach Burrock [2] ist die Gattung Asclepias auf die Neue Welt beschriankt; die in der Alten Welt
lebenden Pflanzen, die bisher zu dieser Gattung gestellt wurden, miissen demnach in Zukunft
einen neuen Namen erhalten. Die Gruppe wurde von BuLLocK noch nicht revidiert.
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tiber Meer) in der Umgebung von Umtali, Siid-Rhodesien, 12,5 kg Wurzeln. Sie
wurden sofort in Scheiben geschnitten und gut getrocknet (Ausbeute 2,28 kg) und
erreichten uns am 24. Juli 1956 in ausgezeichnetem Zustand?3).

Extraktion und Vortrennung der Extrakte. 1 kg getrocknete Wurzeln wurden ge-
pulvert, in Wasser geweicht?) und nach fritherer Vorschrift [3] mit wasserigem Alko-
hol extrahiert. Nach Reinigung mit Pb(OH), usw. wurde aus wisseriger Phase frak-
tioniert ausgeschiittelt [3]. Es resultierten die in Tab. 1 genannten Ausbeuten.
Darin sind auch die Ergebnisse der Farbreaktionen und der papierchromatographi-
schen Priifung (Fig. 2-4) angegeben.

Tabelle 1. Ausbeute an Rohextrakien aus 1 kg Wurzelpulvey

e soo B
Art des Extraktes?) Ausbeute % D % g % 6; Flecke im Pchr?) vgl. Fig. 24
ing in9% 4 ,8 859 = 9 ,E Cardenolide, entwickelt mit
=) Q< L = _
E; é 3 3 'EMS *ﬂ; .-*dg % 'SME KEDDE-Reagens [4]
MM MM XY X
Ae-Extr.-A gereinigt®) 13,64 1,36 (+) + + + (D),(C),B,A, 0, (P), (Py), (Q)
Chf-Extr.-A 79,52 7,95 + + + +  (D),(Q),B,M,L,A,0,(P,),P,, Q)
Chf-Alk-(2:1)-Extr.-A 12,88 1,20 + + +  + LAO(P)P,(Q)
Chi-Alk-(3:2)-Extr.-A 2,96 0,30 4+  (+)} (4+) (+) (0),(P), (P, Q. (Qy)

Die weitere Untersuchung zeigte, dass die Extrakte keine Alkaloide, wohl aber
reichlich Glykoside enthielten. Nur ein Teil davon waren Cardenolide (KEDDE-
Reaktion positiv). In Papierchromatogrammen (Fig. 2—4) liessen sich 11 solche
KEeDDE-positive Stoffe nachweisen, die mit den Buchstaben D, C, B, M, L, A, O, P,
P,, O und Q, bezeichnet wurden. Sie waren teilweise nur in sehr kleinen Mengen an-
wesend und erst nach vorheriger priparativer Anreicherung feststellbar. — Die
Hauptmenge der Glykoside bestand aber aus Material, das keinen Butenolidring ent-
hielt und dementsprechend mit KEDDE-Reagens keine Farbung gab. Es handelte sich
um Esterglykoside, wie sie auch in vielen anderen Asclepiadaceen gefunden wurden?),
Da es sehr schwer ist, solche Stoffe zu trennen, und bisher noch kein Vertreter der-
selben in Kristallen isoliert werden konnte, sind wir folgendermassen vorgegangen:
Aus den rohen Extrakten wurden zunichst die Hauptvertreter der Cardenolide durch
Chromatographie so gut als moglich abgetrennt. Das verbleibende Gemisch wurde
einer milden sauren Hydrolyse unterworfeni®). Das so von gebundenen 2-Desoxy-

]

) Wir danken Herrn Dr. PoLE-Evans auch hier fiir dieses Material.
) Ob dabei eine Fermentierung eintritt, wurde nicht untersucht.
)
)

o e

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

SbCl, ist ein unspezifisches Reagens. Es gibt aber starke Blaufirbung mit allen 2-Desoxy-
zuckern und ihren Derivaten, mit Sarcostin und vielen anderen Hydroxysteroiden.

7) In Klammern: schwache Flecke.

Gereinigt durch Verteilung zwischen 90-proz. Me und Pe, wobei 0,6 g Pe-losliches Material
(Fett usw.) entfernt wurde.

9) Z.B. Sarcostemma australe [11], Dregea volubilis [15], Marsdenia condurango [16]-[18], Vince-
toxicum officinale [19], Pachycarpus lineolatus [13], Cynanchum caudatum [20], Metaplexis ja-
ponica [21]; vgl. auch die Zusammenstellungen bei TscHEsCHE [22] sowie bei [19b].

Unter den beschriebenen Bedingungen werden nur Glykoside von 2-Desoxyzuckern gespalten,
die Genine und die weiteren Glykoside bleiben weitgehend unverindert.

&

@
=

10)



Volumen 47, Fasciculus 7 (1964) — No. 194 1777

T <9
£ fF £ £
% ..g’: 5t @ &4
T ¢ ws 2 o<
< < & & &t S a 88
N g PR Tl & ox
ITzZ] {57 EEES EREEXR
S| o < I S 3 ¢ L
3| < & £EE& = _ RAEE N
AoPa| [oFa PYo) o o
: t
l o < 00 |= | o
7 au
L o0 & & BO. ™ GZZ
J SO grun o8 au 0z
£ o MO o) HO Q0 02z |bau
3 bisu
Ci e} o
[0} blau
D B8O uQ 00 o |
(ol C) Q |blau
B‘Q"“Q" [OJN0] Q@ |blau
————— —— _..Q _ﬂ Qi.grurl
Fig. 2 Fig. 3 Fig. 4 Fig. 5 Fig. 6 Fig. 7 Fig. 8
Be-Chi-(1:1)/ Chi/Fmd Chi-Thf-  To-Bu- Be-Chi-(1:1}/ To-Bu- To-Bu-
Pgl-W-(4:1) (1:1)/Fmd (1:9}jW Pgl-W-(4:1) (1:9)/W (9:1)/W
21/,-3 Std. 21/,-3 Std. 4-5 Std. 15 Std. 20 Std. 16 Std. 20 Std.

Fig. 2-8 sind Papierchromatogramme, schematisiert, aber massgetreu. Ausfithrung absteigend
nach fritheren Angaben [8]. Wo keine Front (gestrichelt) eingezeichnet ist, wurde sie ablaufen ge-
lassen. In Fig. 4, mittlere Bahn, ist der Chf-Alk-(3:2)-A-Extrakt aufgetragen, auf der rechten Bahn
dasselbe Material nach Fermentierung mit Schneckenferment [9]. Fig. 1-5, entwickelt mit KEDDE-
Reagens [4]. Fig. 6-7 entwickelt mit SbCl, [7]. Fig. 8 entwickelt mit Anilinhydrogenphtalat [10].
« = Sarcostin [117 [12], H = Lineolon [12] [13], Z, = Digitoxose [14], Z, = Thevetose [14],

Z, = Digitalose [14].

zuckern befreite Material wurde teilweise erneut chromatographiert, wobei sich noch
weitere Cardenolide und kleine Mengen anderer Stoffe abtrennen liessen. Die amorphe
Hauptmenge des Gemischs wurde alkalisch verseift. Dabei wurden die Cardenolide
irreversibel zerst6rt!) und abgetrennt. Ein Teil der auf diese Weise freigesetzten
Genine der Esterglykoside liess sich direkt, ein weiterer Teil erst nach chromatogra-
phischer Auftrennung abtrennen'?). Eine zusitzliche Menge dieser Genine konnte
nach nochmaliger saurer Hydrolyse unter energischeren Bedingungen1?d) (unter Frei-
setzung von Thevetose, Digitalose und Glucose) isoliert werden.

In dieser Weise liessen sich die Stoffe B, A, L, M, S, «, H, U, T und F in einheit-
lichen Kristallen isolieren. Ihre Eigenschaften sind in Tab. 2 zusammengestellt.
Die erhaltenen Ausbeuten sowie eine Schitzung der in den Wurzeln wirklich vorhan-
denen Menge sind in Tab. 3 angegeben. Die Substanzen M und S sind vermutlich
Artefakte, die bei der sauren Hydrolyse entstanden sind. Von den isolierten Sub-
stanzen konnten B, A, S, « und H mit bekannten Stoffen identifiziert werden. L er-
wies sich als neues Cardenolidglykosid, dem die Formel 1V zukommt ; es konnte seit-

1) Sje werden in Siuren ibergefiihrt, die bei der Freisetzung teilweise Isocardenolide licfern.

12) Bei der alkalischen Verseifung konnen auch Genine von Esterglykosiden zerstort oder verdndert
werdcen, wenn sic alkali-empfindliche Gruppen enthalten. Trotzdem erlaubt die Methode einen
ersten Einblick in die Zusammensetzung des komplexen Gemisches.

18) Es wurde mehrere Stunden mit 0,5-3-proz. HCl in wisserigem Athanol gekocht. Sarcostin
ertriagt dies weitgehend, wihrend die meisten Cardenolide dabei Anhydroderivate liefern.
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Tabelle 3. Ausbeuten an isolievten Stoffen und rohe Schitzung der in den Wurzeln wirklich vor-
handenen Menge

Stoff Ausbeute an Kristallen14) Schitzung der wirklich
vorhandenen Mengel?)

in mg in % in %
B = Uzarigenin 493 0,05 0,15
A = Coroglaucigenin 293 0,03 0,06
I. = Ascleposid 670 0,06 0,1
Substanz M16) 150 0,015 0,02
S = $-Anhydro-uzarigeniné) 120 0,012 -
o = Sarcostinl®) 8650 0,86 ' 1,2
H = Lineolon8) 42 0,004 ?
Substanz US) 81 0,008 ?
Substanz T18) 72 0,007 ?
Substanz F18) 129 0,013 ?
Benzocsdure16) ca. 3000 0,30 ca. 0,6
Zimtsiure16) ca. 50 0,005 ?

/O\?O /O\(l:o
~N—o7F AN—T
L AcOCH,
\/ ~ ~J ™~
OH

I (R=H) Uzar1gen1n
F. 230-246° [+ 14,0 Me] [24]

II (R = Ac) F. 267-268° [+8,2 Chi] [24]

_O

|

(\‘/ /‘\/

SN

—0—
CH,

~Co

11T (R = H) Coroglaucigenin
F. 249-250° [+ 23,0 Me] [25] [26]
IV (R = Ac) F. 216-219° [+ 9,4 Chf] [26]

V (R = H) Ascleposid (= Substanz L)
1. 248-251° [— 27,2 Me] 1)
VI (R = Ac) amorphl?)

Die Zahlen in eckigen Klammern geben die spez. Drehung fiir Na-Licht in den vermerkten

Losungsmitteln®) an,

14)

15)
gramm.

16) Nach Hydrolyse.

17) Exper. Teil dieser Arbeit.

Dort wo nur ein Teil der Extrakte fiir die Isolierung verwendet wurde, haben wir die Ausbeutc
auf das ganze kg Wurzeln umgerechnet.

Rohe Schitzung auf Grund der Ausbeuten sowie der Stirke der Flecke im Papierchromato-
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her auch noch in anderen Asclepiadaceen nachgewiesen werden [23] und wurde als
Ascleposid bezeichnet. Die nicht identifizierten Stoffe werden weiter unten einzeln
kurz besprochen. Ausser den in Tab. 2 genannten Stoffen wurde auch noch eine
kleine Menge der Subst. C in amorpher, aber papierchromatographisch einheitlicher
Form isoliert. — Schliesslich wurde auf papierchromatographischem Wege Subst. Q,
die vor allem im Chf-Alk-(3:2)-Extr. A reichlich enthalten war, mit Uzarin [24] iden-
tifiziert. Nach Behandlung des Gemisches mit Schneckenferment [9] wurde dement-
sprechend der Q-Fleck nicht mehr erhalten, und es trat dafiir der B-Fleck auf (¥ig. 4).

In den bei der milden sauren Hydrolyse abgespaltenen Zuckern konnte papier-
chromatographisch Digitoxose nachgewiesen und durch Chromatographie an Kohle
[29] weitgehend gereinigt, aber nicht kristallisiert werden. Die Hauptmenge des
Materials bestand aus Di- oder Oligosacchariden, die noch mit wasserldslichen Glyko-
siden vermischt waren. Nach energischer Hydrolyse von solchem Material mit

I
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Fig. 10. IR.-Spektrum von Substanz U (Prdp. JN-9). 1,8 mg fest in KBr%)

Krriani-Mischung [30]19) liessen sich in Papierchromatogrammen reichlich Thevetose
und Digitalose, in einzelnen Fillen auch Glucose nachweisen.

Aus den bei der alkalischen Hydrolyse erhaltenen sauren Anteilen wurden reich-
liche Mengen Benzoesiure sowie etwas Zimtsaure isoliert.

18) Aufgenommen von Herrn G, ROTZLER mit einem PERKIN-ELMER double-beam IR.-Spcktro-
photometer Modell 21 mit NaCl-Prisma.

19) Ausfiihrung nach [3]. Durch diese Behandlung werden 2-Desoxyzucker vollstindig zerstort
und die in 2-Stellung hydroxylierten Zucker weitgehend freigesetzt.
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Da die KepDE-positiven Flecke bei der milden sauren Hydrolyse nicht merkbar
verdndert wurden, ist anzunehmen, dass die nachgewiesenen Cardenolide als solche
in den Wurzeln vorhanden sind. Sarcostin scheint dagegen nur in geringer Menge in
freiem Zustand darin enthalten zu sein. Zur Hauptsache diirfte es als Glykosid mit
Digitoxose, evtl. auch mit Di- oder Oligosacchariden mit Digitoxose am reduzierenden
Ende vorliegen, wobei eine oder mehrere weitere HO-Gruppen mit Benzoesiure und
Zimtsdure verestert sind.

Substanz L = Ascleposid. Dieses Glykosid gab bei-energischer saurer Hydrolyse
mit Kiriani-Mischung krist. f-Anhydro-uzarigenin sowie einen Zucker, der ebenfalls
in Kristallen isoliert und als p-Allomethylose identifiziert werden konnte. Unter Be-
riicksichtigung der Analyse und der sonstigen Eigenschaften mussdasfS-p-Allomethylo-
pyranosid des Uzarigenins vorliegen. Die f-glykosidische Verkniipfung, die der
Regel von KLYNE [31] entspricht, folgt aus der molekularen Drehung (gef. — 146°
4+ 11°). Fiir Uzarigenin wurde gef. [@]p = + 70° 4 8° [24], fiir den Beitrag des §-p-
Allomethylosidorestes im Gofrusid [26] — 194° 4+ 19°; daraus berechnet sich fiir das
Uzarigenin-f-D-allomethylosid ein Wert von — 124° 4- 27°, das a-Derivat sollte etwa
350° stiarker rechts drehen.

Substanz M. Von diesem Stoff wurde nur eine kleine Menge erhalten, die Struktur
wurde nicht ermittelt und keine Analyse ausgefithrt. Die saure Hydrolyse liefert
einen Zucker, der im Papierchromatogramm in zwei Systemen (Mek/W sowie Bu-
Mek-(1:1)/Boratpuffer) [32] dieselbe Laufstrecke zeigte wie Allomethylose. Nach der
Laufstrecke des Glykosids sollte es ungefihr eine HO-Gruppe weniger enthalten als
Ascleposid. Das UV.-Absorptionsspektrum spricht fiir das Vorliegen einer zusitz-
lichen Doppelbindung, vermutlich in 8:14-Stellung. Da Substanz M Rechtsdrehung
zeigt, {o], = 4 34,8° (entspr. [@]p = + 175° & 15°) ist es wenig wahrscheinlich, dass
ein B-p-Allomethylosid des «a»-Anhydro-uzarigenins [33] (= A%1*-Anhydroderivat des
Ascleposids) vorliegt, da sich fiir dieses eine Drehung von [@]p = — 176° 4 31° be-
rechnen wiirdc 20},

Substanz U. Wegen unzureichender Menge musste auf eine Analyse verzichtet
werden. Der Stoff zeigt sehr dhnliche Eigenschaften wie Lineolon (H), auch die UV .-
und IR.-Spektren sind dhnlich. Im UV, diirfte ein Maximum unter 196,5 u liegen
(log £ betrug 3,96 bei 196,5 mu), entsprechend einer trisubstituierten isolierten Dop-
pelbindung; ein schwaches Maximum lag bei ca. 270 my (loge = 2,20). Dementspre-
chend fand sich im IR.-Spektrum (Fig. 10) eine starke Carbonylbande bei 5,93 u.

Substanz T. Dieser Stoff enthielt Zucker und war identisch mit Subst. P aus
Trachycalymna fimbriatum (WEIMARCK) BuLLock [23b]. Die Struktur wurde nicht
aufgeklart.

Diskussion der Resultate. — Asclepias glaucophylla gehdrt zu jenen Asclepiadaceen,
die gleichzeitig Cardenolidglykoside sowie Esterglykoside des Sarcostins und ver-
wandter Pregnanderivate enthalten. Dies diirfte auf einer teilweise dhnlichen Bio-
synthese beruhen, die vielleicht iiber ein gemeinsames Zwischenprodukt fiithrt. Es ist
kiirzlich gezeigt worden [34], dass Digitoxigenin in der Pflanze aus einem Pregnan-
derivat gebildet wird.

%) «ar-Anhydro-uzarigenin (vermutlich das A8:14-Derivat, vgl. FIESER [33]) zeigt [¢]p = + 5°,

p-p-Allomethylosidorestes (vgl. oben) kann auf — 194° geschitzt werden.
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Der eine von uns (J. M. po N.) dankt der portugiesischen Regierung (INSTITUTO DE ALTA
CuLtuRra) fiir ein Stipendium, das ihm erlaubte, diese Arbeit an der Universitit Basel auszufiithren.
Wir danken ferner dem BUNDESAMT FUR INDUSTRIE, GEWERBE UND ARBEIT fiir einen Beitrag zur
Ausfithrung dieser Arbeit sowie Herrn H. KAUFMANN fiir seine Hilfe bei der Abfassung des
Manuskripts.

Experimenteller Teil

Alle Smp. sind auf dem KorLer-Block bestimmt und korrigiert, Fehlergrenze in beniitzter
Ausfithrungsform bis 200° ca. 4- 2°, dariiber ca. +- 3°. Substanzproben zur Analyse wurden bei der
jeweils angegebenen Temperatur ca. 3 Std. bei 0,01 Torr iber P,0, getrocknet, teilweise mit Ein-
waage im Schweinchen. Ubliche Aufarbeitung bedeutet: Eindampfen im Vakuum, Aufnehmen in
Chf-Ae-(1:4) (oder anderem Losungsmittel wo erwidhnt), Waschen mit W, 2n HCIl, 2N Na,COy4
und W, Trocknen iiber Na,SO, und Eindampfen im Vakuum. Die Adsorptionschromatographic
wurde nach dem Durchlaufverfahren [35] an alkalifreiem Al,O, [36] oder SiO, [37] ausgefiihrt,
Ausfithrung der analytischen [8] und priparativen [38] Papierchromatographie, der KEDDE-
Reaktion [4], der Xanthydrol-Reaktion (6], der Farbreaktionen mit SbCl; [7] und 84-proz.
H,SO, [5] sowie der KELLER-KiL1aANI-Reaktion [5] nach fritheren Angaben.

Es werden die folgenden Abkiirzungen beniitzt: AcOH = Eisessig, Ac,0 = Acetanhydrid,
Ae = Diathyladther, Alk = Athanol, An = Aceton, Be = Benzol, Bu = #-Butanol, Chf = Chloro-
form, Cy = Cyclohexan, Eg = Athylacetat, Fmd = Formamid, Fr — Fraktion, Me = Methanol,
Mek = Methylithylketon, ML = eingedampfte Mutterlauge, Pchr = Papierchromatographie und
Papierchromatogrammy(e), Pe = Petrolither, Pgl = Propylenglykol, Pn = Pentan, Py = Pyri-
din, Thf = Tetrahydrofuran, To = Toluol, W = Wasser.

Extraktion der Wurzeln (Mirz 1957). — 1 kg der getrockneten Wurzeln wurde mit 3,51 W
vermischt, mit 10 ml To versetzt und unter CO, verschlossen 2 Tage bei 30° stehengelassen. Dann
wurde wie iiblich [3]) mit Alkohol-Wassergemischen von steigendem Alkoholgehalt extrahiert, bis
das verbleibende Pulver keine bitteren Stoffe mehr abgab. Die vereinigten Filtrate wurden bei 50°
Badtemperatur und ca. 40 Torr auf 2 1 eingeengt. 100 ml dieses Konzentrats dienten zur Priifung
auf Alkaloide (siehe unten), die Hauptmenge (1,9 1) wurde mit 2 1 Alk versetzt und nach friiherer
Vorschrift [9] mit Pb(OH), gereinigt. Nach Filtration, Neutralisation, Ausschiitteln mit Petrol-
dther und erneutem Einengen wurde fraktioniert mit Ae, Chf und Chf-Alk-Mischungen ausge-
schiittelt, wobei der Rohextrakt vor dem Ausschiitteln mit Chf-Alk-(3:2) nochmals im Vakuum
auf 11 eingeengt und dann mit festem NaSO, halb gesittigt wurde. Die Ausbeuten sind in Tab. 1
angegeben.

Priifung auf Alkaloide. Die 100 ml Konzentrat wurden mit festem K,CO, bis zur alkalischen
Reaktion auf Phenolphtalein versetzt und 5mal mit je 50 ml Chf ausgeschiittelt. Diese Ausziige
wurden 4mal mit je 50 m! 2N HCI und 2mal mit je 20 ml W ausgeschiittelt, dann noch mit Soda-
16sung und W gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und eingedampft. Sie hinterliessen 6,96 g
Glykosidgemisch (KEpDE-Reaktion stark positiv). Die HCl-Ausziige und die ersten Waschwisser
wurden vereinigt, mit festem K,CO, auf pH = 9,5 gebracht und erneut mit Chf ausgeschiittelt.
Der mit wenig W gewaschene und iiber Na,SO, getrocknete Auszug gab beim Eindampfen nur
87 mg Riickstand. MEYERs Reagens [39] gab keine Fallung.

1. Trennung des Ae-Extr.-A. - Nach einem Vorversuch wurde die Hauptmenge (10,07 g =
740 g Wurzeln) an 300 g Al,0, chromatographiert, Resultat vgl. Tab. 4.

Die amorphen Anteile wurden zu vier Gruppen vereinigt (vgl. Tab. 4) und jedc einzeln ciner
milden sauren Hydrolyse unterworfen (vgl. 1.2).

1.1.1. Isolierung von Subst. C. 564 mg eines Gemisches aus dem Vorversuch, das den Fr 24-26
von Tab. 4 entsprach, wurde erneut an 15 g Al,O, chromatographiert. Die Fr 28-34 {eluiert mit
Be-Chi-(30:70)) gaben 139 mg Material, das im Pchr bei Entwicklung mit KEDDE-Reagens nur
den C-Fleck zeigte, das aber noch viel KEbpe-negatives Material enthielt. Es wurde durch pra-
parative Papierchromatographie [37] auf 32 Papierblittern im System Be-Chf-(1:1)/Pgl-W-(4:1)
3 Std. entwickelt. Das aus den ausgeschiittelten C-Zonen eluierte Material wurde noch an SiO,
chromatographiert und lieferte 7,5 mg C-Konzentrat, das zunichst nur den C-Fleck zeigte, aber
‘nicht kristallisierte. Nach 2 Monaten gab dieses Préparat aber wieder 2 Flecke,
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1.1. Tabelle 4. Chromatographie von 10,07 g Ae-Extyr -A an 300 g 41,0,
Fr Losungsmittel Eindampfriickstand
Nr. 750 ml pro Fr roh Kristalle Vereinigt
zu
Menge Flecke Xant- Menge Smp. Flecke Gruppe
in mg im Pchr hydrol in mg im Pchr
(KEDDE)
1-3 Be 8 - - - -
4-8 Be-Chf-(90:10) 362 - + - 1
9-23 Be-Chf-(70:30) -
bis -(50: 50) 1276 B + 65 230-245° B MLzul
24-26 Chf 4142 B, (C), (D) + - 1I
27-31 Chf und
Chf-Me-(99:1) 704 - + 11X
32-34 Chf-Me-(95:5) 513 A + o
35 Chi-Me-(70:30) 60 A + } 25 240-250° A ML zu IV
36 Chf-Me-Eg-(1:1:1) 14 A,O0,P + - v
+2% AcOH P,,Q.0,
Total 7079

1.2. Milde saure Hydrolyse. 2056 mg Gruppe I (enth. 1573 mg von Tab. 4 sowie 483 mg ana-
loges Material aus Vorversuch) wurden mit 105 ml Me und 105 ml 0,1 N wisseriger H,80, versetzt
und 30 Min. unter Riickfluss gekocht. Dann wurde im Vakuum auf ca. 105 ml eingeengt und die
wisserige Suspension noch 30 Min. auf 65° erwiirmt. Hierauf wurde abgekiihlt und 4mal mit je
100 ml Chf ausgeschiittelt. Die mit wenig W, Sodalésung und W gewaschenen und iiber Na,SO,
getrockneten Ausziige wurden im Vakuum eingedampft und gaben 1438 mg rohes Genin. Die saure
wisserige Phase und das erste Waschwasser wurden vereinigt, im Vakuum von Chf-Resten befreit
und mit frisch aus Ba(OH), mit CO, bereitetem und gut gewaschenem BaCOjy neutralisicrt, auf-
gekocht und durch ein mit BaCO, gedichtetes Filter filtriert. Nach dem Eindampfen der klaren
I.6sung im Vakuum erhielt man 505 mg rohen Zucker. Es ist zu beachten, dass diec Trennung nicht
scharf war. Die rohen «Genine» haben dabei auch noch Glykoside (sowohl ungespaltene Anteile mit
«normalen» Zuckern wie Artefakte, z. B. Methyldigitoxoside usw.) enthalten. Ebenso sind im rohen
«Zucker» auch noch etwas Genine und Glykoside vorhanden gewesen.

In gleicher Weise wurden auch die Gruppen II, IIT und IV hydrolysiert. Uber das Ergebnis
orientiert Tab. 5.

Tabelle 5. Evgebuis dev milden sauven Hydvolyse des Ae-Extrakts-A

Eingesetztes Material Erhaltene Spaltprodukte
Rohes Genin Roher Zucker

Gruppe Gewicht Flecke Gewicht  SbClg Flecke Gewicht Flecke

Nr. in mg im Pchr in mg im Pchr in mg im Pchr
(KEDDE) (KEDDE) PARTRIDGE [10]

I 2056 B 1438 + B 505 7, (Zy), (Zg)

11 4142 . B, (0), (D) 2899 + + B, (C), (D) 1035 Zy,(Zy), (Z3)

111 1683 - 1164 - - 299 Zy,{(Zy), (Zg)

v 587 A (O), (Py) 309 + A, (O), (P) 100 Z,(Zy), (Z,)
(Py), (Q) (Py). (Q

Total 8468 5811 1939
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1.2.1. Untersuchung dev vohen Genine. 1,287 g der rohen Genine aus Gruppe I (Tab. 5) wurden
an 30 g Al,O4 chromatographiert. Die mit Be-Chi-(1:1) eluierten Anteile (108 mg) gaben aus An-Ae
18 mg reine Subst. H in farblosen Stibchen, Smp. 238-243°. Die anderen Fr blieben amorph und
wurden alkalisch verseift (vgl. Tab. 6).

Die rohen Genine aus Gruppe II (Tab. 5) gaben auch nach Chromatographie keine Kristalle
und wurden daher alkalisch verseift (vgl. Tab. 6).

1,103 g der rohen Genine aus Gruppe III (Tab. 5) wurden an 30 g Al,O, chromatographiert.
Die Fr 4-11 (399 mg, eluiert mit Chf und Chf-Me-Gemischen bis zu 5% Me-Gehalt) gaben aus
Be-Pe 41 mg krist. Subst. I, Smp. 108-110°. Die ML wurden in Molekularkolben bei 0,01 Torr und
60-100° Badtemperatur sublimiert. Das Sublimat (92 mg) gab aus Ae-Pe noch 88 mg reine Subst.
F, Smp. 108-110°. Die amorphen Fr dienten zur alkalischen Verseifung (Tab. 6).

Die Genine aus Gruppe IV (Tab. 5) gaben auch nach Chromatographie keine Kristalle und
wurden nicht weiter untersucht.

Alkalische Verseifung. — Vorversuch. 155 mg rohes Genin aus Gruppe II (Tab. 5) wurden mit
3 ml 5-proz. Losung von KOH in Me 5 Std. unter Riickfluss gekocht. Dann wurde die braune
Losung mit 6 ml W versetzt, im Vakuum vom Me befreit und 5mal mit je 10 ml Chf ausgeschiittelt.
Die Zmal mit je 1 ml W gewaschenen und iiber Na,SO, getrockneten Ausziige gaben beim Ein-
dampfen 68 mg neutrale Anteile.

Die alkalische wisserige Phase und die Waschwiisser wurden mit H;PO, gegen Kongo ange-
sduert und 5mal mit je 5 ml Chf ausgeschiittelt. Die mit W gewaschenen und iiber Na,SO, ge-
trockneten Ausziige hinterliessen beim Eindampfen 74 mg saure Anteile (Priifung der H,PO,-
sauren wasserigen Phase siehe unten). Zur Priifung auf Lactone wurden die 74 mg rohe Siure in
20 ml Ae gelést und 4mal mit je 10 ml 10-proz. KHCO4-Lésung ausgeschiittelt. Die getrocknete
Atherldsung hinterliess beim Eindampfen nur 2 mg Riickstand (nicht untersucht). Die KHCO,-
Loésungen und Waschwisser wurden vereinigt, mit H,PO, angesiuert und wieder mit Chf ausge-
schiittelt. Nach Trocknen und Eindampfen wurden 58 mg Riickstand erhalten. Dieser wurde bei
70° und 13 Torr im Molekularkolben sublimiert. Das farblose Sublimat (27 mg) gab aus wenig
Be-Pn 16 mg fast reine Benzoesiure, Smp. 121-124°.

Die H;PO,-saure wisserige Phase und das Waschwasser wurden bei ca. 60 Torr bis fast zur
Trockne eingedampft. Das Destillat enthielt praktisch keine Siuren, so dass die Anwesenheit von
wasserloslichen, leicht fliichtigen Sauren wie Essigsiure ausgeschlossen werden kann. Die bei der
Verseifung beobachteten Verluste diirften zum Teil auf der Fliichtigkeit der Benzoesiure beruhen.

In gleicher Weise wurde die Hauptmenge dev Genine aus Gruppe I sowie diejenigen aus Gruppe 11
und IIT alkalisch verseift. Uber das Ergebnis orientiert Tabelle 6.

Tabelle 6. Alkalische Verseifung dev vohen Genine

Eingesetztes Material Erhaltenc Spaltprodukte

Neutrale Anteile Rohe Siuren

Aus Gruppe Menge in mg Menge in mg Flecke im Pchr

SbClg
1 1141 427 o, (), (H), (U) nicht untersucht
I 1222 751 «, (B), (H), (U) 448 mg
111 527 129 « (B), (H), (U) nicht untersucht

2890 1307

Da dic Zusammensetzung der Verseifungsprodukte aus allen drei Gruppen, soweit ersichtlich,
dieselbe war, wurden sie vereinigt und 1,205 g davon an 30 g Al,O, chromatographiert. Die Fr
11-14 (622 mg, eluiert mit Chf und Chf-Me-(98:2)) gaben aus Me-An 321 mg reine Subst. & (Sar-
costin). Andere Kristalle wurden hier nicht erhalten.

290 mg der rohen Sauren aus Gruppe II (Tab. 6) wurden mit Be ausgezogen. Die darin 16s-
lichen Anteile (132 mg) gaben, nach Sublimation, durch Kristallisation aus Pn, dann aus W reine
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Benzoesdure, Smp. 121-124° (Mischprobe). Das daraus bereitete Anilid zeigte Smp. 165-167°, die
Mischprobe ebenso.

1.2.2. Untersuchung des vohen Zuckers. Dieses Material zeigte im Pchr bei Entwicklung mit
Anilinhydrogenphtalat drei Flecke (Fig. 8) mit Laufstrecken entsprechend Digitoxose (Z;), Theve-
tose (Z,) und Digitalose (Z3), von dencn die zwei lctztgenannten aber sehr schwach waren. Bei
Entwicklung mit SbCl, (Fig. 7, dusserste Bahn links) wurde von dicsen nur Z, sichtbar, dafiir er-
schienen vier rascher laufende Flecke, von denen einer dem Sarcostin («) entsprach. Bei den ande-
ren konnte es sich um Glykoside oder Oligosaccharide handeln.

Orientierungshalber wurden 1,262 des rohen Zuckers (aus allen vier Gruppen vereinigt) an
einem Gemisch von 80 g Kieselgur (Celitec 535) und 80 g Adsorptivkohle (R1EDEL), die mit W,
100 ml 0,2~ Citratpuffer (pH = 7), 1000 ml W, 500 ml Me und 2000 ml W gewaschen worden
waren, chromatographiert. W sowie W-Alk-Gemische von 1-59%, Alk-Gehalt eluierten nur 66 mg
nicht reduzierendes Material. Die ¥Fr 39-47 (eluiert mit W-Alk von 5-7,5% Alk-Gehalt) gaben
25,5 mg Zuckersirup, der im Pchr nur den Z,-Fleck zcigte, der aber nicht kristallisierte. Die
Fr 48-63 (31 mg, eluiert mit W-Alk von 7,5-109, Alk-Gehalt) zcigten nur die Flecke Z, und Zg
schwach. Die weitern Fraktionen 64115 (eluiert mit W-Alk-(9:1), -(8:2), Me, Alk und Alk-AcOH
von 5-109%, AcOH-Gehalt) gaben noch 468 mg Gemische, in denen Z,, Z, und Z, nicht mehr nach-
weisbar waren. 22 mg davon wurden mit 1 ml KiL1aN1-Mischung [3071%) 1 Stunde auf 100° erhitzt.
Hierauf warcn in Papierchromatogrammen drei Zucker deutlich nachweisbar mit Laufstrecken
wie Thevetose (Z,), Digitalose (Z,) und Glucose. Die restlichen 446 ing dienten zur praparativen
Hydrolyse, vgl. 2.2.1.

2. Trennung des Chf-Extr.-A. — 2.1. Vorversuch. In einem Vorversuch wurden 4,99 g Chi-
Extr.-A an 150 g ALO, chromatographiert. Hierbei liessen sich 29 mg krist. Subst. B (Uzarigenin)
und 14 mg krist. Subst. A (Coroglaucigenin) isolieren. Alle amorphen Fr und ML wurden vereinigt
und ciner milden sauren Hydrolyse unterworfen, wobei die rohen Genine fraktioniert ausgeschiit-
telt wurden (die so erhaltenen Extraktc werden als « B-Extrakte» bezeichnet). Da diesec Trennung
rclativ gute Ergebnissc gab, wurde die Hauptmenge in gleicher Weise, aber ohne vorherige Chro-
matographie, behandelt.

2.2. Milde saure Hydrolyse des Chf-Extr.-4. 38,83 g Chi-Extr.-A wurden in 1200 ml Me und
1200 ml 0,18 wisseriger H,SO, wie bei 1.2 beschrieben hydrolysiert. Das Ausschiitteln der rohen
Genine geschah jedoch fraktioniert mit Be, Chf und zuletzt mit Chf-Alk-(2:1)-Gemisch. Die so
erhaltenen Ausziige wurden als C-Extrakte bezeichnet. Der rohe Be-Extr.-C (20,82 g) wurde noch
durch Verteilung zwischen 400 ml 70-proz. Me und Pe gereinigt. Die wiasserige Phasc, dic noch
Zucker und Glykoside enthilt, wurde nach beendeter Extraktion eingedampft (= Roher Zucker C).
Die Ausbeuten sind in Tab. 7 zusammengestellt.

Tabelle 7. Milde saure Hydvolyse von 38,8 g Chf-Extr.-A

Bezeichnung dcs er- Gewicht Keppe- SbCly Xant- Flecke im Pchr

haltenen Extrakts ing Reaktion hydrol (KEDDE)

Be-Extr.-C 1,42 - -

Be-Extr.-C 19,40 + + + (B), (C), Spurcn
Chf-Extr.-C 6,69 ++ + + A,B,(C), L ( ) (Py), (Py)
Chf-Alk-(2:1)-C 2,13 ++ + + AL, MO , (Pg)
Roher Zucker C 3,76 + + + 0, P, P2,Q

Es ist ersichtlich, dass die Hauptmenge der KEDDE-negativen Stoffe im Be-Extr.-C ange-
reichert war, dass aber sogar nach wiederholtem Ausschiitteln mit Chf-Alk-(2:1) ein Teil der
Glykoside noch im rohen Zuckerteil verblieben ist.

2.2.1. Untersuchung des Be-Exty.-C. 7,88 g dieses Materials (entspr. ca. 400 g Wurzeln) wurden
in 180 ml 5-proz. KOH-Losung in Me 5 Std. unter Riickfluss gekocht. Dann wurde mit 180 ml W
versetzt, im Vakuum auf 180 ml eingeengt und 3mal mit je 100 ml Chf-Alk-(1:1) ausgeschiittelt.
Die 3mal mit je 30 ml W gewaschenen und iiber Na,SO, getrockneten Ausziige gaben beim Ein-
dampfen 5,23 g Neutralteile. Die mit H;PO, angesiuerten alkalisch-wisserigen Phasen und Wasch-
wisser lieferten beim Ausschiitteln mit Ae 2,20 g rohe Saurcn.
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Die Neutralteile gaben aus 200 ml Me-W-(7:3) 1,682 g krist. Subst. « (Sarcostin) in farblosen
Nadeln, Doppel-Smp. 148-151°/260-264°. Die Mutterlauge wurde (ohne einzudampfen) 3mal mit
200 ml Be-Chf-(1:2) ausgeschiittelt und diesc Ausziige noch zweimal mit je 20 ml Me-W-(7:3) ge-
waschen. Eindampfen im Vakuum gab 2,23 g Material aus der Be-Chf-Phase (gelber Schaum,
Xanthydrol-Reaktion stark positiv). Die Me-W-Phasen gaben beim Einengen nochmals 0,279 g
reine Subst. ¢ mit Doppel-Smp. 148-151°/260-264° und 0,988 g amorphe ML (gelber Schaum,
Xanthydrol-Reaktion negativ).

Die 2,23 g Material aus dev Be-Chf-Phase zeigten im Pchr (entwickelt mit SbClg) die Flecke
o, f, (H) und (U). Sie wurden an 60 g Al,O; chromatographiert.

Fr 1-3 (1063 mg, eluiert mit Be-Chf-(1:1}) zeigten stark positive Xanthydrol-Reaktion und
im Pchr die Flecke «, 8, (H) und (U). Nach nochmaliger Chromatographie an 30 g Al,O,4 gaben die
mit Be-Chi-(1:1) eluierten Anteile (325 mg) aus An-Ae 11 mg reine krist. Subst. H, Smp. 239-245°.

Die Fr 4-7 (997 mg, eluiert mit Chf sowie mit Chf-Me-Gemischen von 2-10%, Me-Gehalt)
zeigten im Pchr dieselben Flecke und gaben aus Me-Ae noch 413 mg reine Subst. « mit Smp.
260-264°.

Die Fr 8-9 (44 mg, eluiert mit Chf-Me-(3:1) sowie mit reinem Me) zeigten weder eine positive
Xanthydrol-Reaktion noch eine Fiarbung mit SbCly; sie wurden nicht untersucht.

Die ML der stark Xanthydrol-positiven Fr 1-5 wurden durch Kochen mit 0,5-proz. HCl in
wisserigem Alk hydrolysiert. Ausschiitteln mit Chf gab 968 mg rohes Genin, aus dem sich nach
Chromatographie 8 mg krist. Subst. S, Smp. 256-262°, isolicren liessen. Die wisserige Phase
reduzierte stark und zcigte im Pchr die Flecke von Thevetose und Digitalose.

Die 0,988 g amorphes Matervial aus dev Me-W-Phase wurden an 15 g Al,O,4 chromatographiert,
wobei sich noch 320 mg reine Subst. « in Kristallen vom Doppel-Smp. 148-151°/260-264° isolieren
licssen.

Alle amorphen Anteile, die im Pchr beim Entwickeln mit SbCly die Flecke «, §, H und U
zeigten (1,345 g), wurden mit den 0,446 g der Fr 64115 aus der Kohlechromatographie der Zucker
(vgl. 1.2.2), welche dieselben Flecke zeigten, vereinigt (1,791 g) und in 40 ml Alk, 40 ml W und
0,7 ml konz. HC1 6 Std. unter Riickfluss gekocht. Nach Entfernung des Alkohols im Vakuum wur-
de 3mal mit je 30 ml Chf-Alk-(2:1) ausgeschiittelt. Die mit wenig W gewaschenen und iiber Na, SO,
getrockneten Ausziige gaben beim Eindampfen 1,474 rohe Genine. Dic saure wisserige Phase
reduziertc FEHLING sche Losung stark und zeigte im Pchr die Flecke der Thevetose und der Di-
gitalose.

Dic rohen Genine gaben aus Me 355 mg reinc Subst. & vom Smp. 260-264°. Die ML lieferten
nach Chromatographie an Al,O; noch9mg reine Subst. U, Smp. 253-258°, und 65 mg reine Subst. a.
Total wurden (aus ca. 400 g Wurzeln) somit erhalten: 3,114 g Subst. &, 11 mg Subst. H, 8 mg
Subst. S und 9 mg Subst. U.

Die 2,2 g rohe Siuren lieferten nach Sublimation im Vakuum 430 mg reine Benzoesiure, Smp.
121-124°, und ca. 3 mg nicht ganz reine Zimtsiure, Smp. 128-133°, Mischprobe mit authentischer
Zimtsiure (vom Smp. 134-135°) schmolz bei 128-134°. Das UV.-Spektrum zeigte die typischen
Maxima.

2.2.2. Untersuchung des Chf-Extr.-C. Die 6,69 g Material wurden an 150 g Al,O; chromato-
graphiert. Die Fr 10-12 (645 mg, eluiert mit Chf und Chi-Me-(99:1)} gaben aus Me-Ae 65 mg
Kristalle, die sich als Gemisch von L. und A erwiesen (nicht getrennt).

Die Fr 13-18 (454 mg, eluiert mit Chf-Me von 1-5%, Me-Gehalt) gaben aus Me-Ac 182 mg reine
Subst. L (Ascleposid) in farblosen Platten, Smp. 240--248°.

Alle amorphen Anteile (ausser der am schwersten eluierbaren Fr 23 = 1036 mg) wurden mit
analogem Material aus dem Chf-Alk-(2:1)-Extr.-C vereinigt.

2.2.3. Unfersuchung des Chf-Alk-(2:1)-Extr.-C. Die 2,40 g Material wurden an 60 g SiO,
chromatographiert. Die Fr 3 und 4 (490 mg, eluiert mit Be-Chf-(1:1) und mit reinem Chf) gaben
aus Me-Ae 119 mg krist. Subst. L. Die ML und die Nachbarfraktionen, die ebenfalls noch L ent-
hielten, wurden vereinigt und nochmals an AlL,O, chromatographiert, worauf sich noch 60 mg
krist. Subst. L isolieren liessen.

Die amorph gebliebenen Anteile (ausser den polarsten Fr 10-14 = 222 mg) wurden mit ana-
logem Material des Chf-Extr.-C vereinigt (total 5,19 g). Eine Probe gab nach Hydrolyse mit
KiL1aN1-Mischung eine stark reduzierende Zuckerlosung; im Pchr zeigte sie die Flecke der Theve-
tose und Digitalose. Eine weitere Probe (0,92 g) wurde in einer Mischung aus 25 ml Alk, 25 ml W
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und 0,9 ml konz. HCl 6 Std. unter Riickiluss gekocht. Nach Entfernung des Alk im Vakuum wurde
zunichst 3mal mit je 20 ml Be, dann 3mal mit 20 ml Chf-Alk-(2:1) ausgeschiittelt. Die verbliebene
wisserige Phase zeigte im Pchr wieder dic Flecke der Thevetose und der Digitalose.

Die aus dem Be-Extrakt erhaltenen Genine (322 mg) wurden an AlL,O; chromatographicrt und
lieferten 13 mg krist. Subst. S. Die mit Chf-Alk-(2:1) ausgeschiittelten Genine (226 mg) wurden an
8 g Al,0, chromatographiert, Die mit Be-Chf-(9:1) eluierten Fr (58 mg) gaben aus An-Ae 34 mg
krist. Subst. T, Smp. 170-180°.

3. Untersuchung des Chf-Alk-(2:1)-Extr.-A.—3.1. 8,27 g dieses Materials (entspr. 640 g
Wurzeln) wurden mit 250 ml Me und 250 ml 0,1~ wésseriger H,S0, hydrolysiert. Aufarbeitung und
fraktioniertes Ausschiitteln der Genine wie bei 2.2 gab die D-Extrakte (Tab. 8).

3.2, Tabelle 8. Milde saure Hydrolyse von 8,27 g Chf-Alk-(2:7)-Exty.-4
Bezeichnung des Gewicht KEDDE- SbCly Xanthydrol Flecke im Pchr
erbaltencn Extraktes in g Reaktion (KEDDE)
Be-Extr.-D 2,27 - + + + ~
Chf-Extr.-D 1,44 ++ + + + AML O PP,
Chf-Alk-(2:1)-D 2,94 + + + + + +
Roher Zucker D 0,99 + + ++ + +

3.2.1. Unfersuchung des Be-Extr.-D. Die 2,27 g Be-Extr.-D wurden in 50 ml 5-proz. KOH in
Me 5 Std. unter Riickfluss gekocht. Aufarbeitung wie bei 2.2.1 gab 1,266 g neutrale Anteile, Diese
gaben aus 50 ml Me-W-(7:3) 302 mg krist. Subst. & vom Smp. 260-264°. Die Mutterlaugen wurden
(ohne Eindampfen) 3mal mit je 50 ml Be-Chf-(1:2) ausgeschiittelt und diese Ausziige wieder 2mal
mit Me-W-(7:3) zuriickgewaschen. Die Be-Chf-Phasen gaben beim Eindampfen 424 mg gelben
Schaum. Dicser war Xanthydrol-positiv, das Pchr zeigte beim Entwickeln mit SbCl, die Flecke a,
f, H und (U). Die Me-W-Phasen gaben beim Einengen noch 39 mg krist. Subst. «. Die ML war
Xanthydrol-ncgativ und zeigte im Pchr wieder die Flecke «, 8, H und (U).

Die bei der alkalischen Verscifung entstandenen Sauren wurden nicht untersucht.

3.2.2. Unlersuchung des Chf-Lxtr.-D. Die 1,44 g wurden an 30 g Al,O, chromatographiert. Die
Fr 6-9 (229 mg, eluiert mit Chf und Chf-Me-(99:1)) gaben aus Me-Ae 38 mg reine Subst. A, Smp.
245-250°.

Die Fr 11-13 (79 mg, eluiert mit Chf-Me von 2-59%, Me-Gehalt) gaben aus Me-Ae 50 mg krist.
Subst. U, Smp. 215-221°.

Fr 15 (69 mg, eluiert mit Chf-Me-(9:1)) gab analog noch 15 mg Kristallgemisch L+ M, das
nicht getrennt wurde.

Die amorphen Anteile und ML wurden nicht untersucht.

3.2.3. Der Chf-Alk-(2:7)-Exty.-D wurde nicht getrennt. Im Papierchromatogramm wurden bei
Entwicklung mit SbCl, vier Flecke erhalten (Fig. 7), von denen einer dem Sarcostin entsprach.

3.2.4. Der Zucker-D zeigte im Pchr bei Entwicklung mit SbCl, (Fig. 7) den Fleck der Digitoxose
sowie vier weitere langsamer laufende Flecke.

4.Untersuchung des Chloroform-Alk-(3:2)-Extr.-A .- Fermentativer Abbau.5 mg Material
wurden in 0,5 mI W mit 5 mg Schneckenferment-Trockenpriparat [9] und 20 mg To versetzt und
nach gutem Durchmischen 2 Tage in CO,-Atmosphire verschlossen bei 37° stehengelassen. Dann
wurde mit 3 ml abs. Alk versetzt, kurz aufgekocht und durch wenig Kieselgur filtriert. Dann wurde
im Vakuum eingedampft, der Riickstand in 1 ml W geldst und 3mal mit je 1 ml Chf-Alk-(2:1) aus-
geschiittelt. Die wverbliecbenc wisserige Losung zeigte deutliches Reduktionsvermodgen gegen
FrnLinG’sche Losung. Der Chi-Alk-Extrakt zeigte im Papierchromatogramm (Entwicklung mit
Keppe-Reagens, vgl. Fig. 4) die Flecke B, (O), (P,), (P,); der urspriinglich vorhandene starke
Q-Fleck war somit verschwunden und der starke B-Fleck neu entstanden.

Beschreibung der isolierten Stoffe. — Farbreaktionen und Spektren vgl. Tab. 2.
B = Uzarigenin. Aus Ae-Pc, dann aus Me-Ae farblose Plittchen, Smp. 243-248°, [w]]} =
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+18,8° 4- 2° (¢ = 1,37 in Me). Nach Mischprobe, Farbreaktion mit H,SO, und Papierchromato-
gramm identisch mit authentischem Matcrial.

CyHyO, Ber. C 73,76 H 9,15 0 17,09%
(374,5)  Gef. ,, 73,10; 73,49 ,, 9,07; 9,12 ,, 17,459,

3-0-Acetyl-uzarigenin. 25 mg Subst. B vom Smp. 243-248° wurden in 0,8 ml abs. Py und
0,5 ml Ac,O 24 Std. bei 20° stehengelassen. Die iibliche Aufarbeitung gab 33 mg neutrales Roh-
produkt. Aus Me-Ae 26,5 mg farblose Plittchen, Smp. 264-267°, [a]%_)s = +6,5° 4+ 3°(c=0,761in
Chf). Nach Mischprobe, Farbreaktion mit Hy;SO, und Papicrchromatogramm (Be/Pgl, ca. 21/, Std.)
identisch mit authentischem Material.

A = Coroglaucigenin. Aus Me-Ae farblose diinne Tafeln, Smp. 247-251°, [o]ff = +22,3° 4 3°
(¢ = 0,63 in Me). Nach Mischprobe, Farbreaktion und Lauistrecke im Pchr identisch mit authenti-
schem Material. Trocknung (100°) gab 4,329, Gewichtsverlust; Cy,H,,O,+ H,O: Ber. 4,4%,.

Cpally, 05 (390,5) Ber. C 70,74 H 8,78 020,48% Gef. C70,44 H 876 O 20,57%

Di-O-acetyl-coroglaucigenin. 29,5 mg Subst. A vom Smp. 245-250° wurden wie oben acetyliert.
Das neutrale Rohprodukt (37 mg) gab aus An-Ae 28 mg farblose Kristalle, Smp. 210-215°, [¢]} =
+5,6° £ 2° (¢ = 1,33 in Chf). Nach Mischprobe, Farbreaktion mit H,SO, und Pchr (Be/Pgl,
21/, Std.) identisch mit authentischem Material.

CpyHygyO, (474,5)  Ber. C 68,34 H 8,069, Gef. C68,27 H 8,499%

L = Ascleposid. Aus Me-Ae farblose diinne Plattchen, Smp. 248-251°, [oc]fi)6 = —27,2° L 2°
(¢ = 0,98 in Me). Der Stoff war methoxylfrei. Farbreaktion mit 84-proz. H,SO,: blassrosa (1-30
Min.), grau (1 Std.), heligrau (4 Std.). IR.-Spektrum vgl. Fig. 9. Trocknung zur Analyse (12 Std.,
110°) gab 49, Gewichtsverlust. Fiir Cy4H,,05+ H,O ber. 3,349,.

CyeHyOg (520,5) Ber. C 66,90 H 8,52 O 24,58%  Gef. C66,13 H 8,49 O 25,63%

Tri-O-acetyl-ascleposid. 21 mg Subst. L vom Smp. 248-251° wurden wie oben acetyliert. Das
neutrale Rohprodukt (25 mg) gab auch nach Chromatographie bisher keine Kristalle.

Saure Hydrolyse. 100 mg Ascleposid vom Smp. 248-251° wurden mit4 ml KiL1aN1-Mischung [30]
1 Std. auf 100° erhitzt. Anschliessend wurde mit 10 ml W verdiinnt, im Vakuum auf 6 ml ein-
geengt und dicse Operation noch zweimal wiederholt. Hierauf wurde 3mal mit Chf ausgeschiittelt.
Die mit W, Sodalésung und W gewaschenen Ch{-Ausziige gaben beim Eindampfen 44 mg rohes
Anhydrogenin. Die saure wisserige Phase und das erste Waschwasser wurden im Vakuum von
Chi-Resten befreit und dann mit reinem Ag,CO, soweit neutralisiert, dass keine Cl-Tonen mehr
vorhanden waren. Es wurde filtriert, das klare Filtrat bei 0° kurz mit H,S behandelt und durch ein
mit einer Spur Kohle gedichtetes Filter filtriert. Das klare Filtrat gab beim Eindampfen im
Vakuum 37 mg rohen Zuckersirup.

Das rohe Genin gab aus An-Ae 18 mg Kristalle, Smp. 233-245°. Zweimaliges Umkristallisieren
aus An-Ae lieferte 6,5 mg farblose Stibchen, Smp. 267-270°, [a]}¥ = —26,2° £ 3° (¢ = 0,79 in
Chf). Nach Mischprobe, Farbreaktion mit H,SO, und Laufstrecke in Pchr (Cy/Fmd, ca. 21/, Std.)
identisch mit authentischem f-Ankydro-uzarigenin. Das isomere a-Anhydro-uzarigenin lauft in
diesem System praktisch gleich, zeigt aber merkliche Unterschiede in Smp. und Drehung.

Der rohe Zucker gab aus Alk-An 10 mg farblose Nadeln, Smp. 138-141°, [¢]fy = +0,2° (nach
30 Min.) > +0,15° 4 2° (nach 24 Std.) (¢ = 0,90 in W), Nach Mischprobe und Pchr (Mek/W,
15 Std., sowie Bu-Mek-(1:1)/Boratpuffer) [32] identisch mit authentischer D-Alomethylose.

S = B-Anhydvo-uzavigenin [27]. Aus An-Ae farblose Stibchen, Smp. 256-262°, [«]}f} =
—22,2° 4 2° (¢ = 1 in Chf). Nach Mischprobe, Farbreaktionen mit H,SO, und Pchr identisch mit
authentischem Material.

Substanz M. Aus Me-Ae farblose ungleichmassige Plittchen, Smp. 217-222°,[«]} = +34,8° +
2° (¢ = 0,90 in Me). Farbreaktion mit 84-proz. H,SO,: gelb (im ersten Moment), zitronengelb
(5-30 Min.), gelbgriin (3 Std.), blassrosa (12 Std.). Zuckerpriifung positiv. Der aus 2 mg bereitete
Zucker zeigtc im Pchr (Systeme wie oben) dieselbe Laufstrecke wie Allomethylose.

Acetylierung. 13 mg reine Subst. M wurden wie oben acetyliert (48 Std.). Die Aufarbeitung
gab 15 mg neutrales Rohprodukt, das auch nach Chromatographie bisher nicht kristallisierte.

o = Sarcostin. Aus Me-An farblose Nadeln, Doppel-Smp. 149-152°/260-264°, [¢]¥ =
+69,5° + 2° (¢ = 1 in Me). Nach Mischprobe, Farbreaktionen mit 84-proz. H,SO, sowie mit
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konz. HCl, Laufstrecke im Pchr (System von Fig. 6) und IR.-Spektrum identisch mit authenti-
schem Material. Trocknung zur Analyse bei 100° und 0,01 Torr ohne Gewichtsverlust.

Cy HayO, (382,5)  Ber. C 65,94 H 8,96%  Gef. C65,25 H 8,87%

Tvi-O-acetyl-sarcostin, 100 mg Subst. « vom Smp. 260-264° wurden mit 1,5 ml abs. Py und
1 ml Ac,0 40 Std. bei 20° stehengelassen. Die Aufarbeitung gab 126 mg neutrales Rohprodukt.
Aus An-Pe 47 mg farblose Korner, Smp. 216-219°, |:oc]2D6 = +20,5° + 2° (¢ = 0,98 in Me). Nach
Mischprobe und Farbreaktionen identisch mit authentischem Tri-O-acetyl-sarcostin. Trocknung
bei 100°. CyH,0, Ber. C63,76 H 7,93 drei -COCH, 24,79%

(508,59)  Gef. ,, 6365 ,, 7,84 " 23,06%,

Dihydrosarcostin. 500 mg Subst. « vom Smp. 260-264° wurden in 10 ml AcOH mit 30 mg
PtO,+ H,O bei 20° hydriert. Die Gasaufnahme (1,15 Mol. nach Abzug der fiir das PtO, bendtigten
Menge) war nach 1 Std. beendet. Filtration und iibliche Aufarbeitung gab 466 mg farbloses Roh-
produkt. Aus Me-Ae 115 mg farblose Kristalle, Smp. 269-272°, [e]} = +51,7° 4 2° (¢ = 0,97
in Me).

Tyi-O-acetyl-dilydvosarcostin. 20 mg des obigen Hydrierungsproduktes vom Smp. 269-272°
wurden wie oben acetyliert. Das Rohprodukt (20 mg) gab aus An-Ae 12 mg farblose Kérner, Smp.
235-243°, [o)} = +18,1° 4 2° (¢ = 0,92 in Me).

H = Lineolon. Aus Me-Ac kurze farblose Stibchen, Smp. 238-243°, [oc]f:f = +13,0° 4 2°
(¢ = 0,91 in Me). Nach Mischprobe, Farbreaktionen mit 84-proz. HySO,, Laufstrecke im Pchr
(System von Fig. 6) und IR.-Spektrum in CH,Cl, identisch mit authentischem Material aus
DPachycarpus lineolatus [13].

Substanz U. Aus Me-Ae farblose Kérner, Smp. 253-258°, [oc]%)s = +83,2° + 3° (¢ = 0,87 in
Me). Farbreaktion mit 84-proz. H,SO,: hellbraun (0-15 Min.), hellbraun mit griinem Rand (15-20
Min.), griin (45 Min.-12 Std.). Das UV.-Absorptionsspektrum ist sehr dhnlich wie dasjenige von
Lineolon. IR.-Spektrum vgl. Fig. 10.

Substanz T. Aus An-Ae farblose Korner, Smp. 170-185°, in Mc keine Drehung. Bei 0,01 Torr
und 150-180° unzersetzt sublimierbar. Farbreaktion mit 84-proz. H,SO,: braunlich (0-60 Min.),
hellbraun (1 Std.), braunrosa (12 Std.). Mit SbCl; keine Farbung, aber bei Xanthydrol-Reaktion
starke Rotfirbung, etwa gleich wie bei Drevogenin D [15].

F = p-Hydroxy-acetophenon. Aus Chi-Pn farblose Tafeln, Smp. 112-113°, keine Drehung in
Me. Sublimiert leicht bei 0,01 Torr und 60-80° Badtemperatur. Methoxylfrei, 16slich in Sodalésung,
schwer 15slich in W. Potentiometrische Titration gab Aquiv.-Gew. = ca. 133 und pK = ea. 9,0 in
50-proz. Alk. BarToN-Reaktion [40] auf Phenol positiv. Die Mischprobe mit authentischem Material
schmolz gleich. Auch die UV.- und IR.-Spektren waren gleich.

CgHgO, (136,14) Ber. C 70,57 H 592%  Gef. C70,57 H 6,05%,

Die Analysen wurden von Herrn E. THoMMEN im Mikrolabor des Instituts ausgefiihrt.

SUMMARY

Theroots of Asclepias glancophylla SCHLECHTER are veryrichinsteroids; twodistinct
groups are present: cardenolides and ester glycosides of pregnane derivatives.

The following five cristalline cardenolides have been isolated : A = coroglaucigenin,
B - uzarigenin, L = ascleposide, S = «g»-anhydro-uzarigenin, and compound M
(not identified). The presence in small quantities of six other cardenolides has been
dcmonstrated by paper chromatography. One of these (Q) is very probably identical
with uzarin.

The bulk of the crude glycosides is a mixture of ester glycosides, none of which
could be isolated in pure cristalline form. The main aglycone present in this mixture
is sarcostin, obtained in pure cristals (about 19, of the dried roots!) after mild acid
and alkaline hydrolysis. Other pregnane aglycones found in small quantities are
lineolon and compound U (not identified, probably related to lineolon). Small
amounts of free sarcostin are also present. The major portion is linked to sugars and
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esterified with benzoic and partially with cinnamic acid. The following sugars have
been identified by paper chromatography: digitoxose, thevetose, digitalose, and
glucose. Small quantities of p-hydroxy-acetophenone (F) and compound T (a non
identified glycoside) have been isolated.

Ascleposide is a new cardenolide glycoside which also occurs in other Asclepiada-
ceae. It is the 6-deoxy-f-D-alloside of uzarigenin. Compound M could be an artefact,
containing the same sugar. The dried root of Asclepias glaucophylla is one of the
richest sources for sarcostin.

Institut fiir Organische Chemie der Universitit Basel
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195. Komplexone XXXV. Die Metallkomplexe der Tri-
und der Tetramethylendiamin-NN'-tetraessigsiure

von F. L’Eplattenier und G. Anderegg
(28. VII. 64)

Einige Vorversuche haben deutlich gezeigt, dass die Losungsstabilitdt der Kom-
plexe der héheren EDTA-Homologen (siehe Formel I) mit zunehmender Gliederzahl n
der Methylenkette nicht bei allen Metallionen im gleichen Ausmass vermindert wird.

-00C-CH, CH, COO-
~ ~
I N-(CH,),N
~ ~
~00C-CH, CH,~C00-

(n = 2: EDTA; n = 3: TMTA und n = 4: TETA; allgemeine Bezeichnung: L)

Die erhaltenen Resultate zeigen, dass die Stabilitdtskonstanten der 1:1-Komplexe
der seltenen Erden, des Ca?+, Cd?+, Pb2+, Mn2?+ und Fe®+ beim Ubergang von EDTA
zu TMTA ungefihr um den Faktor 10 kleiner werden und dass bei den ibrigen
untersuchten Ubergangsmetallen dieser Faktor maximal 10 betrigt. Bei TMTA
wurden die Stabilitatskonstanten nach verschiedenen Methoden bestimmt. Die Uber-
einstimmung der Resultate war immer ausgezeichnet.

A. Verwendete Methoden. — 1. Die Basizitdtskonstanten erhilt man durch Aus-
wertung der Neutralisationskurven von H,L. Wie die Zahlen der Tabellen 1 und 2 er-
kennen lassen, ist die Deprotonierung der vierprotonigen Sidure H,L folgendermassen

zu formulieren: a) Die Puffergebiete der Uberginge H,L -—K—4> H,L- ﬁ» H,L%* iber-
lappen bei TMTA und TETA sehr stark; b} die weitere Deprotoniering von H,l.2-
geht in zwei getrennten Stufen vor sich. Die simultane Berechnung der Basizitdtskon-
stanten K, und K; (K; = [H; L]/[H,_, L] [H]) erfolgt graphisch [1]1). K, und K, wer-
den zuerst getrennt bestimmt, und zwar wie fiir eine einprotonige Siure. Diese in
erster Niherung erhaltenen Werte werden dann fiir die exakte Ermittlung beider Kon-
stanten eingesetzt, indem die eine Konstante unter Beriicksichtigung der zweiten be-
rechnet wird.

1) Die Zahlen in eckigen Klammern verweisen auf das Literaturverzeichnis, S. 1800.



