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178. Die Cardenolide von Parquetina nigrescens (AFZEL.) BULLOCK?)
Glykoside und Aglykone, 270. Mitteilung [1]
von R. Berthold, W. Wehrli und T. Reichstein
(20. VIIL. 65)

Parquetina nigrescens (A¥zEL.) BULLOCK [2] (= Periploca nigrescens AFZEL.,
Asclepiadaceae) enthilt besonders in Stamm und Wurzelholz reichlich Cardenolide [3].
Eine beim Dorf Bogona (Strasse Gemena-Karawa, Congo Oubangui) gesammelte
Probe lieferte nach fermentativem Abbau mit Strophanthobiase fiinf kristallisierte
Genine (Strophanthidin, Strophanthidol, Nigrescigenin, sowie die Substanzen E.Sch.
12 und E.Sch. 16) und Spuren eines kristallisierten Glykosids (Substanz E.Sch. 17).
Die Genine waren urspriinglich als pD-Glucoside vorhanden, von denen Strophanthi-
din-#-p-glucopyranosid in reiner Form isoliert wurde [4]. Wir haben die Untersuchung
von Parquetina nigrescens erneut aufgenommen. Zuerst sollte eine gréssere Menge
Nigrescigenin isoliert werden, um dessen Konstitution aufkliren zu kénnen. Da das
neue Material jedoch kein Nigrescigenin, dafiir aber andere Stoffe enthielt, beschrei-
ben wir hier die Analyse!?).

Beschaffung des Ausgangsmaterials. — Zur Verfiigung standen:

Probe a. 12 kg getrocknete, diinne Zweige (mit relativ viel Rinde), frei von Blat-
tern und Friichten.

1) Auszug aus Diss. R. BERTHOLD, Basel 1962.

1a) Die Konstitution von Nigrescigenin wurde anhand des von SCHENKER [3] isolierten Materials
kiirzlich in unserem Institut aufgeklart (Diss. R. BranDpT, Basel 1965, und spitere Publika-
tion).
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Probe b. 3,3 kg getrocknete, bis ca. 2 cm dicke Zweige, auch frei von Blittern und
Friichten.

Beide Proben wurden im Frithsommer 1960 von Pére CALLENS?) im Djumawald
(fritherer Congo belge) gesammelt und erreichten uns am 13. 7. 1960 in tadellosem
Zustand?®). Eine Herbarprobe (Fig. 1) wurde nach Kew geschickt; Herr A. A. BuL-
Lock war so freundlich, sie zu kontrollieren, er bestitigte die Richtigkeit der Bestim-
mung?). Fig. 2 zeigt zum Vergleich eine Herbarprobe des frither untersuchten Mate-
rials [3] [4].

Fig. 1. Parquetina nigrescens (A¥zEL.) BuLLock,  Fig. 2. Parquetina nigrescens (AFZEL.) BULLOCK,
gesammelt von Pére H. CALLENs im Djumawald  Herbarmuster, gesammelt von den Herren Dr.
(fritherer Congo belge, Brief vom 1. 6. 1960). A. Katz und Dr. P. SPEISER beim Dorf Bogona
(Strasse Gemena-Karawa CongoOubangui) am
17. Febr. 1950. Pflanze mit Bliiten, reifen und
unreifen Friichten. Das zugehorige Holz wurde

von SCHENKER ¢f al. untersucht [3].

Extraktion und Vortrennung der Extrakte. — Probe a. 1 kg Probe a (diinne
Zweige) wurde wie frither beschrieben extrahiert [3] [5]. Es ergaben sich die in Tab. 1

2y Brief von Pére H. CALLENS vom 11. 6. 1960.

%) Wir danken Pére H. CALLENS auch hier fiir seine Miithe; ferner danken wir den Herren von der
CIBA LeopoLDVILLE sowie der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, Basel, fiir ihre Unterstiitzung
bei der Beschaffung und beim Transport des Materials.

4) Wir danken Sir GEORGE TAYLOR, Direktor der Royal Botanical Gardens Kew, sowie Herrn
A. A. BurLLock auch hier bestens fiir ihre erneute Hilfe.
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genannten Ausbeuten®). Ein Teil (4,5 g) der stdrker polaren Anteile wurde mit Stro-
phanthobiase abgebaut®), worauf sich durch fraktioniertes Ausschiitteln die F-Ex-
trakte gewinnen liessen (vgl. Tab. 1).

Chromatographie der Extrakte an Kieselgel lieferte keine Kristalle?). Im Papier-
chromatogramm sowie bei der Diinnschichtchromatographie liess sich kein Nigresci-
genin nachweisen. Auf die weitere Untersuchung dieser Proben wurde verzichtet.

Tabelle 1. Ausbeute aus 1 kg ditnnen Zweigen®) (Probe a)

Art des Extraktes Menge Weitere Verarbeitung
ing in 9%
Chf-Extr. 10,0 1,0 Chromatographie an Silicagel; Priifung im

Papierchromatogramm

Chf-Alk-(2:1)-Extr. 13,7 1,37 Davon 4,5 g mit Strophanthobiase fermentiert ergab:
1,37 g (= 32,0%) Chi-Extr. F
0,63 g (= 14,0%,) Chi-Alk{9:1})-Extr. ¥
0,57 g (= 12,7%) Chf-Alk-(2:1)-Extr. F

Probe b. Die 3,3 kg Holz der Probe b wurden in zwei Portionen genau gleich extra-
hiert und gaben die in Tab. 2 genannten Ausbeuten. Die rohen Extrakte stellten
komplizierte Gemische dar. Die stark polaren Gemische (Chf-Alk-Extrakte) konnten
papierchromatographisch und durch Diinnschichtchromatographie nur unvollstindig
aufgeldst werden. Nach fermentativem Abbau gaben diese Teile aber weniger polare
Stoffe, die grosstenteils mit den Stoffen des Chi-Extrakts identisch waren. In dem
so gewonnenen Material (siehe unten) konnten nach prédparativer Anreicherung ca.
24 digitaloide Lactone nachgewiesen werden.

Tabelle 2. Ausbeute an Rohextrakten aus Probe b®)

Art des Extraktes Ansatz I (1 kg) Ansatz II (2,3 kg) Flecke im Pchr.
Menge Menge
ing in % ing in 9
Chi-Extr. 5,0 0,5 9,8 0,43 o bis H
Chf-Alk-(2:1)-Extr. 24,6 2,46 51,0 2,22 undeutlich?)
Chf-Alk-(3:2)-Extr. - - 4.5 0,19 M, P, Q und stéirker
polare

Zur Sichtbarmachung der digitaloiden Lactone diente jeweils KEDDE-Reagens
[7]19). Sie wurden in der Reihenfolge zunehmender Polaritidt mit folgenden Buchsta-
ben bezeichnet: oy, o, §, ¥, Ay, Ay, A, B, B,C, D, D', E, F, G, H, H, J, K, L, M,

%) Nach Ausschiitteln mit Chf-Alk-(2:1)-Gemisch war die verbliebene wisserige Losung praktisch
glykosidfrei.

8y Aus Samen von Strophanthus kombé, vgl. [6].

} Sie enthielten noch sehr viel KEDDE-negatives Material.

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

) Man erhielt meistens nicht aufgeldste, zusammenhingende Zonen. Dieser Extrakt wurde erst

nach fermentativem Abbau genauer untersucht.

10) Dieses Reagens gibt mit allen Butenoliden eine violette Firbung. Empfindlichkeit im Pchr.
ca. 0,01 mg. Ausnahmen sind 16-Ketocardenolide [8] und gewisse Benzoylderivate [9].
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M, N, P. Es ist aber wahrscheinlich, dass die Flecke L bis P jeweils von zwei oder
mehreren Stoffen mit ungefahr gleicher Laufstrecke stammen. Durch die weiter unten
beschriebenen Trennungen konnten von diesen Stoffen sechs (A, C, E, H, J und K)

Tabelle 3. Relative Laufstrecken der 24 in Parquetina nigrescens nachgewiesenen Cardenolide sowie
einiger vevwandter Stoffe im Papievchvomatogramm [iiv fiinf verschiedene Systeme®)

Stoff Isoliert aus Rfy Ri i Rf
bzw. Fleck A = Strophanthidin Di = Digi- J = Convallatoxin
toxigenin
Chf/Fmd Be-Thi- Be-Chi- To-Bu- Bu/W
(1:1){Fmd (7:5)/Fmd 11w

Wert TFig. Wert Fig. Wert Fig. Wert Fig. Wert

0-Ac-D 1,2 7
0-Ac-G 057 7
0-Ac-H 2,9 049 7
O-Ac-A, 2,9 0,5 7
0-Ac-C 2,5 033 7
oy A f 3,8
o | ‘ . 23 4 225 3 1,0
B C L E 1,9 4 0,22
p = 1,5 4 18 3 0,14
A, =ET 1,1 4 1,0 3 0,05
Ay == 3 1,05 4
A == 1,0 4 1,0 3 1,5
B, | 0,87 4
Cayd Synthet. 0,79 5
C+ H,(P4d)
B Pl l 0,78 4
C ‘ ! 1 0,65 4 061 3 1,5
D ! 0,58 4 0,61 3
D’ | 0,53 4
E \ 0,43 4,5 036 3
Cred Synthet. 043 5
C+ NaBH,
F [l 031 4 036 3
G [ 0,24 4 0,24 3
H, ‘ ‘ 0,16 4
& \ 0,11 4 012 3
Nigrescigenin 0,07 0,36 3 1,3
) 0,05 6 1,0 8 1,0
X l l 0,057 6 091 8 0,91
L 4 0,028 6 043 & 068
M, Z 0,30 8 0,60
M IE 0,24 8 0,56
N == 014 8 0,43
P f 0,08 8 0,30




1638

HELVETICA CHIMICA ACTA

& . &
s
e s SEET CE C 7 e
f[siifs) |8 3
& 538 3 Lifzz a - x
’0 K 8” T T T
H
ggggé ID E © G1 oL
ROT ecococe E’ oG OJOK
OEL8 A A
ROT QQQAQM 83
d
E @22 QEkCRep)
(=) Ay OO
5 2
(o)
< Ocyyp
KEDDE
NEBAT‘IV ©p
oL
L L2
Fig. 3 Fig. 4 Tig. 5 Fig. 6
Be-Thi-(1:1)/ Chf/  Chi/ Chf/
Fmd Fmd Fmd Fmd
23/, Std. 3 Std. 6 Std. 48 Std.

Y¥ig. 3-8 sind Beispiele fiir Papievchromatogramme®), schematisiert, abey massgetren. Austfithrung
absteigend nach fritheren Angaben [10]. Beladung des Papiers mit 35% Wasser [11], bzw. mit 259
Formamid. Wo keine Front (gestrichelt) eingezeichnet ist, wurde das Losungsmittel abtropfen
gelassen. Einige Chromatogramme wurden dreifach nebeneinander ausgefiihrt. Eine Bahn wurde
mit Tetranitrodiphenyl {12] (zeigt alle Butenolide an), die zweite mit Antimontrichlorid in Chloro-
form [13] (blaue Fluoreszenz bei Erwarmen auf 50°, im UV.-Licht) entwickelt. Die schraffierten
Flecke zeigen alle so nachgewiesenen 16-Dehydro-, 16-Hydroxy- und 16-Acetoxy-Cardenolide an.
Die dritte Bahn wurde mit konz. Schwefelsiure entwickelt (entstandene Farbung ist angegeben;
Ausfithrung vgl. Einleitung zum Exper. Teil), karminrote Farbung (wie Adonitoxin) (14] zeigen

16-Dehydro-, 16-Hydroxy- und 16-Acetoxy-strophanthidin und ihre Glykoside.

Fig. 9

Fig. 9-10 sind Beispiele fiiv Diinnschichtchromatographie. Austithrung aufsteigend {15]), mei-
stens nach Duncax [16] oder auf Linienglas [17]. Entwickelt wurde durch Bespriihen mit 20-proz.
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in Kristallen sowie weitere sechs («, », A;, D, D’ und G) amorph, aber papierchromato-
graphisch rein isoliert werden. Tab. 3 zeigt die relativen Laufstrecken der 24 Stoffe,
bezogen auf Digitoxigenin (= Di, lauft gleich wie «), Strophanthidin (A) und Con-
vallatoxin (J}. Zum Vergleich wurden auch die Laufstrecken von fiinf O-Acetylderi-
vaten sowie von zwei Reduktionsprodukten (Cg.q = Genin C an der Aldehydgruppe
reduziert mit NaBH, und Cyq = Genin C hydriert in 16, 17-Stellung mit Pd/CaCQy)
vermerkt.

Fir die papierchromatographische Kontrolle dienten unter anderem die in Fig. 3
bis 8 angegebenen Systeme und Bedingungen. Die Fig. 9 und 10 geben Beispiele fiir
Diinnschichtchromatographie. Dabei konnten die nachgewiesenen Stoffe (auch die
nicht isolierten) in zwei Gruppen eingeteilt werden:

Gruppe I. Nach Behandlung mit Antimontrichlorid im UYV. starke blaugriine
Fluoreszenz; mit 84-proz. Schwefelsdure karminrote Farbung. Substanzen: 8, A, B,
C,D, E, Gund K, H,, H.

Gruppe I1. Keine (oder nur sehr schwache) Fluoreszenz; mit Schwefelsiure an-
dere Fdarbungen. Substanzen: o, y, A, B}, D’, J.

Die deutliche UV.-Fluoreszenz gaben auch die Flecke I, M;, M, N und P. (Mit
Schwefelsdure wurde hier nicht gepriift.) Es ist jedoch ungewiss, ob sie alle von einer
Substanz stammen. So zeigt Fleck L im Papierchromatogramm dieselbe Laufstrecke
wie Strophanthidin-g-p-glucosid. Dieses gibt jedoch diese Fluoreszenzreaktion nicht.

Ausfithrung der Isolierungen!l). — 1. Untersuchung der Chlovoformextrakte. Im
Papierchromatogramm (Fig. 3) zeigte dieses Material in zwei Systemen 9 Flecke
(o, 9, A, A, C, D, E, Gund H). Auch im Diinnschichtchromatogramm waren dieselben
9 Flecke sichtbar. Nach prdparativer Anrcicherung waren noch weitere 4 Flecke
(a7, A,, By, H,) erkennbar. Nach priaparativer Isolierung zeigte sich ferner, dass der
Fleck E von zwei Stoffen stammte, die in den verwendeten Systemen gleiche Lauf-
strecken zeigten. Durch wiederholte Chromatographie an Silicagel'®) konnten die in
Tab. 4 genannten Priparate isoliert werden.

Tabelle 4. Ausbeute an veinen oder nahezu veinen Cardenoliden aus dem uvspriinglichen Chf-Extr.
von 3,3 kg Holz

Substanz Gefundene Menge Schitzung der im Holz
wirklich vorhandenen
Menge13)

in mg in % in mg in 9

o, amorph (mit 190 0,00575 150 0,00455

o verunreinigt)

o amorph 48 0,00145 150 0,00455

A, amorph 31 0,00094 60 0,0018

A krist. 172 0,0052 270 0,0082

C krist. 270 0,0082 300 0,0091

i1 Hier wird die Verarbeitung der 3,3 kg von Probe b beschrieben.

12) Besonders wirksam war die Chromatographie nach DuNcaN an sehr feinem Silicagel [16]. Alu-
miniumoxid wurde nicht verwendet, da 16-Acetoxycardenolide dadurch in 16-Dehydrocarde-
nolide iibergefithrt werden [19].
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Auf die Isolierung der tibrigen Stoffe (, A,, By, B, D, E, H,, H und G) wurde hier
verzichtet, da sie teilweise aus den Chf-Alk-(2:1)-Extrakten nach Fermentation er-
halten werden konnten.

2. Untersuchung der Chf-Alk-(2:1)-Extrakte. Aus diesem Material konnten direkt
keine Kristalle erhalten werden. Es wurde daher mit Glucosidasen in zwei Portionen
fermentativ abgebaut.

Vorversuch. 6,8 g Chf-Alk-(2:1)-Extrakt wurden mit 2,9 g Strophanthobiase-
Priparat [6] in Citratpuffer sechs Tage bei 37° fermentiert. Fraktioniertes Ausschiit-
teln lieferte hierauf die in Tab. 5 genannten Ausbeuten an 1F-Extrakten.

Tabelle 5. Ausbeuten nach fermentativem Abbau von 6,8 g Chf-Alh-(2:1)-Extrakt

Bezcichnung des Menge Flecke im Pchr. nach

Extraktes ing in 9 praparativer Anreicherung

Chf-1F 2,8 41 ALA B C (D), (E), (F),GH
Chi-Alk-(9:1)-1F 2,4 35 ALA B C (D), (E),(F),GHI]J K
Chf-Alk-(2:1)-1F 1,0 15 lange, nicht aufgeloste Zonen
Wasserige Phase 1F 0,5 7 Glucose

Danach war wiederum weitgehender Abbau der stark polaren Anteile eingetreten.

Durch Chromatographie des Chf-1F-Extraktes an Magnesiumsilikat-Kieselgur [20]
liessen sich 27 mg krist. Substanz C isolieren. Nach weiteren chromatographischen
Trennungen konnten ausserdem im Papierchromatogramm noch zwei weitere Carde-
nolide (D" und H,) festgestellt werden.

Hauptversuch. 70 g Chi-Alk-(2:1)-Extrakt wurden analog mit 10 g Strophantho-
biase-Praparat4) fermentiert, worauf durch fraktioniertes Ausschiitteln die 2F-Ex-
trakte gewonnen wurden (vgl. Tab. 6). Da der Abbau unvollstindig war, haben wir
die polaren Anteile (53 g Chf-Alk-(2:1)-Extr.-2F) nochmals mit 70 g Pilzamylase %)
in Acetatpuffer pH = 5,0 zwei Tage bei 37° nachfermentiert!®), worauf durch fraktio-
niertes Ausschiitteln!?) die 3F-Extrakte erhalten wurden. Die Ausbeuten zeigen, dass
nochmals weitgehender Abbau eingetreten war (Tab. 6).

Total standen somit zur Verfiigung:

21,4 g = 30,5%, Chf-Extr.-2F und 3F (vorwiegend Genine)
13,6 g = 19,59, Chf-Alk-(9:1)-Extr.-2F und 3F (wie oben)
18,0 g = 25,79, Chf-Alk-(3:2)-Extr.-3F (stark polares Material)

Das stark polare Material (Chf-Alk-(3:2)-Extr.-3F) wurde nicht préparativ ge-
trennt.

Da die schwicher polaren Anteile (Chf-Extr.-2F und 3F sowie die Chf-Alk-(9:1)-
Extr.-2F und 3F) qualitativ gleiche Zusammensetzung zeigten, wurden sie zusammen
untersucht. Nach wiederholter Adsorptionschromatographie und einer Verteilungs-

13) Robhe Schitzung auf Grund der Ausbeuten, der Kristallisierbarkeit und der Stirke der Flecke

im Papier- und Dinnschichtchromatogramm.

Es stand nicht mehr zur Verfiigung.

15} Bezogen von der SCHWEIZERISCHEN FERMENT AG., Bascl. Es handclt sich um cin Ferment-
praparat aus Aspergillus oryzae.

16) Der Abbau wurde durch Titration der abgespaltenen Glucose verfolgt und war bereits nach
wenigen Std. becndet.

14
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Tabelle 6. Ausbeuten bei fermentativem Abbaw von 70 g Chf-Alk-(2:7)-Extrakt

1641

1. Fermentation: angesetzt 70 g Chi-Alk-(2:1)-Extrakt
mit 10 g Strophanthobiase

Erhaltenc Extrakte Menge Flecke im Pchr.

ing in 9%
Chi-2F 6,4 9,0 ay, ALACDEGHI] K
Chf-Alk-{9:1)-2F 3,1 4.4 ALACDE G H, J, K.
Chf-Alk-(2:1)-2F 53,0 76,0 L,M, N, P
‘Wisscrige Phase 2,5 3,6 Glucose

2. Fermentation: angesetzt 53 g Chf-Alk-(2:1)-Extr.-2F

mit 70 g Pilzamylasel?)

Chf-3F 15,0 28,0
Chf-Alk-(9:1)-3F 10,5 20,0
Chf-Alk-(3:2)-3F 18,0 25,7
Wisserige Phase 12,3 17,6

oy, AL A, C,D, E, G H,J,
ALACDEGHIJK
L M,MNP

Glucose

Tabelle 7. Praparative Trennung von 27 g der bei dev Feymentievung evhaltenen Extrakte: Chf-Extrakt
2F und 3F sowie Chf-Alk-(9:1)-Extvakt 2F und 3F, entspr. 2,55 kg Holz

Nr. der Art der Eingesetztes Material Rein crhalten
Chromato-  Chromatographie Menge Art des Extraktes
graphie oder der Fraktion aus
vorheriger Chromato-
graphie
(Nr. angegeben)
ing mg Pchr.  Kirist.
Nr. 1 Si0, 15,0 Chf-3F 617 C +
Nr. 2 Si0, 12,0 Chf-Alk-(9:1)-2F 92 C +
und 3F
Nr. la Al,O4(Akt. I1)18) 1,2 Nr. 1, Fr. 11 10 C +
Nr. 1b Al O (Akt. I1T) 51 Nr. 1, Fr. 6-7 250 C +
Nr. 3 Verteilung an Iiesel- 10,0 Nr. 1, ¥r. 8-14 623 A -+
gur-Wasser Nr. 1b, Fr. 15-31 152 C +
Nr. 2, Fr. 8-24 30 J +
20 K +
Nr. 3a Si0, 0,15 Nr. 3, Fr. 9-16 44 o -
Nr. 3b Si0, 0,03 Nr. 3, Fr. 4046 4 ¥ -
Nr. 3c Si0, 1,2 Nr. 3, Fr. 81-124 32 H +
nach Duxcan [16]
Nr. 3d Si0, 0,55 Nr. 3, Fr. 67-80 4 E +
nach DuNcan [16] 13 G —
80 D —
60 D’ —
17) Hier wurde kein Chf-Alk-(2:1)-Extrakt bereitet, sondern nach Zusatz von Natriumsulfat direkt

18)

mit Chf-Alk-(3:2) ausgeschiittelt.

Diente nur zur Reinigung von C, das durch Al,O,4 nicht weiter verindert wurde.
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chromatographie (vgl. Tab. 7) konnten die Substanzen A, C, E**), H, J und K in
Kristallen, sowie die Stoffe «, ¥, D, D’ und G amorph, aber papierchromatographisch
rein gewonnen werden. Die beste Trennung gab die Verteilungschromatographie sowie
die Chromatographie an viel feinem Silicagel nach Duxcax [16]. Trotzdem wurden
nicht alle Substanzen in reiner Form isoliert. Tab. 8 gibt die Ausbeuten sowie eine
rohe Schitzung der im Holz wirklich vorhanden gewesenen Menge?).

Tabelle 8. Ausbeute dev nach fermentativem Abbau in veiner Fovm isolievten Stoffe, sowie rohe
Schétzung dev Mengen alley nachgewiesenen Cardenolide®®)

Stoff Rein isoliert Schitzung der im Holz
wirklich vorhandenen

Krist. = + Menge Menge13)

amorph = — in mg?) in 9% %) in mg in 9,
oy nicht isolicrt23) 50 0,0015
o - 20 0,0006 100 0,003
o] nicht isoliert 20 0,0006
¥ - 4 0,00012 50 0,0015
Ay hier nicht 200 0,006

isoliert?%)
A + 780 0,024 1500 0,045
B nicht isoliert 100 0,003
C + 1410 0,043 2000 0,060
D - 111 0,0034 200 0,006
D’ — 70 0,0021 150 0,0045
E18) + 5 0,00015 50 0,0015
10 nicht isoliert 20 0,0006
G — 81 0,0025 150 0,0045
H, nicht isoliert 50 0,0015
H + 40 0,0012 200 0,006
T -+ 38 0,00115 200 0,006
K + 25 0,00076 150 0,004

3. Orientierende Priifung des Chf-Alk-(3:2)-Extraktes. Diese am stdrksten polaren
Anteile enthielten noch ca. 50%, Keppg-negatives Material. Sie gaben im Papier-
chromatogramm die Flecke L, M;, M, N und P. Eine Probe (62 mg) wurde mit 0,05~
Schwefelsdure mild hydrolysiert [13b}, worauf sich 5 mg Geningemisch (nach Pchr.
A, B, C und (H)) mit Chf ausschiitteln liessen; in der wisserigen Phase liess sich
Digitoxose papierchromatographisch nachweisen. Das darin weiter verbliebene Car-
denolidgemisch (L, M;, M, N und P) wurde noch mit Schneckenferment [21] in
Acetatpuffer (pH 5,4) behandelt, worauf sich mit Chloroform weitere 8 mg Genin-
gemisch (A, B, C, (E) und (H)) ausschiitteln liessen. In der wisserigen Phase liess sich
jetzt Glucose papierchromatographisch nachweisen; durch Ausschiitteln mit Chi-

19y Dic E-Kristalle gaben im Pchr. nur einen Fleck, erwiesen sich aber trotzdem als ein Gemisch
von zwei Stoffen.

Dic hier nachgewiesenen und isolierten Stoffe lagen im Holz als D-Glucose-Derivate vor.
Dort, wo nur cin Teil der Extrakte verwendet wurde, haben wir die erhaltenen Ausbeuten auf
die ganzen 3,3 kg Holz umgerechnet.

23) Berechnet auf das Gewicht des luftgetrockneten Holzes.

23} Bisher nur als Gemisch mit o« aus dem Chf-Extr. isoliert.

24) Bisher nur amorph, aber papierchromatographisch einheitlich aus dem Chi-Extrakt isoliert

20)
21)
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Alk-(3:2) wurden 10 mg Extrakt erhalten, der noch dieselben fiinf Flecke (L, M;, M,
N und P) wie das Ausgangsmaterial zeigte. Eine Probe davon (5 mg) wurde energisch
mit KiLiaNi-Mischung [22] hydrolysiert, wobei Digitoxose zerstért wird. Darauf
liessen sich wenig Glucose und deutlich Rhamnose nachweisen.

Diese Befunde zeigen, dass der Chf-Alk-(3:2)-Extrakt ebenfalls noch stark wasser-
losliche Derivate der bereits in den anderen Extrakten gefundenen Genine A, B, C,
(E) und (H) enthielt, von denen ca. 10%, Digitoxose direkt am Aglykon gebunden
haben diirften, wihrend ein grésserer Teil nur D-Glucose enthielt. Es ist moglich, dass
auch noch Cardenolid-rhamnoside vorkommen#). Es besteht auch die Moglichkeit,
-dass einige der Flecke L, M;, M, N und P von mehr als einem Stoff herriihren.

Charakterisierung der isolierten und nachgewiesenen Stoffe. — Die wichtig-
sten physikalischen Eigenschaften der in reiner Form isolierten Stoffe sind in Tab. 9
zusammengestellt. Farbreaktionen mit Schwefelsdure vgl. Tab. 10, UV.-Absorptions-
spektren Fig. 11, 12 und 13, einige IR.-Absorptionsspektren Fig. 14, 15 und 16, und
relative Laufstrecken im Papierchromatogramm Tab. 3. Die Substanzen A (= Stro-
phanthidin), H (= Strophadogenin = 163-Hydroxystrophanthidin?®)) und J (= Con-
vallotoxin) konnten durch Schmelzpunkt, Misch-Smp., Drehung, Farbreaktionen,
Papierchromatogramm sowie in Form der O-Acetylderivate mit bekannten Cardeno-
liden identifiziert werden. Uber die Konstitutionsermittlung von 5 weiteren reinen
Stoffen (A4, C, D, E und K) wird in der folgenden Mitteilung berichtet [23]; die Resul-
tate sind bereits in Tab. 9 enthalten.

Diskussion der UV .-Absor ptionsspektren. Die Substanzen C, Cyz.y und D haben in
16,17-Stellung eine Doppelbindung, die in Konjugation zum Butenolidring steht.
Die Absorptionsmaxima liegen daher bei 268-270 nm (loge = 4,2) [19]. Manchmal
ist auch eine Vorbande bei 220-226 nm (loge = ca. 3,6) sichtbar. Die Substanzen A,,
G und K zeigen dagegen ein Maximum, das im Vergleich zu Digitoxigenin (217 nm)
ein wenig nach kiirzeren Wellenldngen verschoben ist. Gefunden wurde fiir A,
(amorph) 213 nm (loge = 4,11), fiir G (amorph) 213 nm (loge = 4,26) und fiir K 214 nm
(loge = 4,19). Alle drei enthalten vermutlich ecine Acetoxygruppe in 16-Stellung.
Eine dhnliche kleine Verschiebung wurde auch bei 16-Acetoxycardenoliden von ge-
sicherter Konstitution gefunden. Die Maxima lagen fiir Oleandrigenin bei 215 nm
(loge = 4,15), fiir 3,16-Di-O-acetyl-strophanthidin bei 215 nm (loge = 4,07) und fiir
3,16-Di-O-acetyl-gitoxigenin bei 215 nm (loge = 4,15). Auch Substanz D’ zeigte ein
Maximum bei 214 nm, hier war die Kurve zum Unterschied mit den obengenannten
16-Acetoxyl-Derivaten jedoch auch deutlich asymmetrisch, und nach Hydrierung
konnte im amorphen Produkt eine isolierte Doppelbindung nachgewiesen werden
(AAk <196 nm (loge bei 196 nm = 3,74) [32]).

max

%5) Die Rhamnose konnte aber auch aus den KEDDE-negativen Verunreinigungen stammen.
26) 16f-Hydroxystrophanthidin ist crstmals von RosENMUND & REICHSTEIN [24] aus Adovern
(industriell hergestellter Extrakt aus dem Kraut von Adonis vernalis) iiber das krist. Di-O-

acetylderivat isoliert worden. Auch Pitra & CERAN [25] isolierten diesen Stoff aus Adonis
vernalis, klarten die Struktur auf und nannten ihn Strophadogenin. Die Identitit mit dem
alteren Priparat [24] wurde durch direkten Vergleich sichergestellt. Wir danken Herrn Dr.

CEkAN auch hier fiir die Uberlassung einer Probe seines Priparates.
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Tabelle 10. Farbreaktionen mit 84-proz. Schwefelsiure [31]

Substanz Zeit

1 1’ 5’ 10’ 20 60’ 120’
Gruppe I
3-0O-Ac-Ay gelb gelb rosa blaurot blaurot gelb farblos
Ay gelb orange rot blaurot blaurot blaurot gelb
C gelb rot blaurot blaurot blaurot blaurot blaurot

Rand: gelb
3-O-Ac-C gelb rosa hellrot hellrot blaurot blaurot gelb
Cred gelbgriin  hellrot hellrot blaurot blaurot gelbgriin  gelb
D gelb rotbraun  blaurot blaurot blaurot olivgriin  graugriin
braun
E gelb rot blaurot blaurot blaurot blaurot gelbbraun
G gelb rotbraun rot rot blaurot rot gelbbraun
H gelb rot blaurot blaurot blaurot blaurot gelb
3-0-Ac-16-0O-
Ac-H gelb gelb rosa blaurot blaurot gelb farblos
K gelb orange rot blaurot blaurot blaurot gelb
Gruppe I1
3 gelb gelb orange hellrot blaurot gelb gelb
% hellgelb  gelb hellbraun braun braun braungriin grau
Rand: griin
D’ gelb gelb- braun- braun olivgriin  olivgriin  grau
orange orange
Fig. 71, 12 und 13 sind UV .-Absorptionsspektren in Alkohol?)
D Duyp
|

-
4—195\

Log €
¢

272

=274

D'hyp

200

220 240 260

280 300 320
Nin mu

D’

’
D Hyd

Fig. 11

= R.Be.l7. Maximum bei 214 nm (loge = 3,99)
und Schulter bei 274 nm (loge = 2,63)3%).
Ber. auf MG. 372, C,3H,,0,

(Nr. 3749)

D’ nach Hydrierung in Pt|Eisessig. Maximum

bei 196 nm (loge = 3,74) und Schulter bei 272

nm (loge = 2,73)30)

(N1. 3825)

29) Aufgenommen von den Herren R. BOHRER und K. LieBL mit einem Brckman-Spektrophoto-
meter Modell DK 2.
30y Stammt von Spur Verunreinigung mit 16-Dehydro-Derivat. Die dadurch hervorgerufene
Schulter verdeckt auch das schwache Maximum der Aldehydgruppe, das bei ca. 305 nm liegt.
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Fig. 12 Cy,q = 770-Strophanthidin. Maximum bei 218 nm (loge = 4,17) und Schulter bei 284 nm
(loge = 1,57). Ber. auf MG. 404, CyyH,0,. (Nr. 3766)
C = 76-Dehydrostrophanthidin. Maximum bei 268 nm (loge = 4,2) und Schulter bei
226 nm (loge = 3,6). Ber. auf MG. 404, Cy,H,,0,. (Nr. 3360)

D = 76-Dehydrostrophanthidin + (x)Digitoxose. Ber. auf MG. 611, CyH,,0,,, fiir
(x) = 1 und eine Acetylgruppe: Maxima bei 205 nm (loge = 3,89) und 269 nm
(loge = 4,14). (Nr. 3638)
Ber. auf MG. 698, C4;,H;,0,, fiir (x) = 2: Maxima bei 205 nm (loge = 3,95)

und 269 nm (loge = 4,19}.
Cgreq = 10-Dehydrostrophanthidol. Maxima bei 218 nm3l) (loge = 3,71) und 269 nm
(loge = 4,17). Ber. auf Cy,3Hg,04, MG. 404. (Nr. 3815)
E = Gemisch aus Cgoq und einem im Pchy. gleichlaufenden Digitoxosid. Maxima bei
210 nm (loge = 4,04), 270 nm (loge = 3,88), 215 nm (loge = 2,66), 329 nm

(loge = 2,6)?%). Ber. auf MG. 551, CyH, O,,. (Nr. 3639)

Fig. 13 Ay = T16-Acetoxystvophanthidin. Maximum bei 213 nm (loge = 4,12) und Schulter
bei 268 nm (loge = 2,8)3%). Ber. auf MG. 462, C, H,, 0. (Nr. 3725)

G = R.Be.6. Maximum bei 213 nm (loge = 4,26) und Schulter bei 268 nm (loge =

3,11)3). Ber. auf MG. 565, CoqH,,0;;. (Nr. 3640}

H = Strophadogenin = 16-Hydroxystvophanthidin. Maximum bei 216 nm (loge = 4,11)
und Schulter bei 268 nm (loge = 3,0)3%. Ber. auf MG. 421,5, C,;H,,0,. (Nr. 3707)
K = 76-Acetoxystrophanthidin-rhamnosid. Maxima bei 214 nm (loge = 4,27) und
268 nm (loge = 2,87)%). Ber. auf MG. 763, Cy,H,;0,5. Ber. auf MG. 623,
Cy4H30,5: Maxima bei 214 nm (loge = 4,19) und 268 nm (loge = 2,78). (Nr. 3626)

IR.-Absorptionsspekiren von C, Creq und Cyyg. In den Figuren 14-16 sind die
IR.-Spektren der Substanzen C(= 16-Dehydrostrophanthidin), Cg.q (= 16-Dehydro-
strophanthidol) und Cgyy (= 17«-Strophanthidin) wiedergegeben, sie dienen der Cha-~
rakterisierung dieser Stoffe.

31y Stammt vermutlich von einer Spur Butenolid ohne 16,17-Doppelbindung.
3%) Stammt von einer Spur Verunreinigung.
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Fig. 15. I R.-Absorptionsspektrum von 17u-Strophanthidin, fest in KBr®). a = Cpy4 (erhalten nach
partieller Hydrierung von Subst. C); b = authentisches Vergleichsmaterial (aus 17¢-Cymarin)

Durehlassigheit 177 %
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Nz 3643
34.562

T

12 13

Fig. 16. I R.-Absorptionsspektrum von Substanz Cgeq (= 16-Dehydrostrophanthidol), fest in K By33)

Diskussion der Ergebnisse. — Wie aus der hier beschriebenen Untersuchung
einer neuen Probe des Holzes von Parguetina nigrescens hervorgeht, unterscheidet
sich diese chemisch stark von dem Holz, das SCHENKER et al. [3] analysierten. Das hier
untersuchte Material enthilt kein Nigrescigenin, auch nicht die Substanzen E.Sch. 12,
16 & 17. Dafiir fand man eine Reihe von Stoffen, die eine 16,17-Doppelbindung
haben oder in 16-Stellung mit einer HO- oder AcO-Gruppe substituiert sind. So konnte
16-Dehydrostrophanthidin in relativ grossen Mengen, 16-Hydroxystrophanthidin und
16-Acetoxystrophanthidin in kleineren Mengen isoliert werden. Lediglich Strophan-

3) Aufgenommen von den Herren R. BOrRER und K. LIEBL in einem PERKIN-ELMER double
beam Spektrophotometer mit NaCl-Prisma.
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thidin war in beiden Proben in ungefdhr gleichen Anteilen enthalten. Die genannten
Unterschiede sind auffallend, da das analysierte Material in beiden Fillen von den
Botanikern in Kew kontrolliert und als Parquetina nigrescens identifiziert wurde. Es
ist aber zu berticksichtigen, dass Parquetina nigrescens nach BULLOCK34) eine poly-
morphe Art darstellt. Wir vermuten, dass es sich bei dem von uns untersuchten Material
um zwei Varianten derselben Art gehandelt hat, die morphologisch nicht genau dif-
ferenziert werden koénnen, aber chemisch starke Unterschiede zeigen. Gewisse chemi-
sche Ungleichheiten kénnten eventuell auch auf verschiedenes Alter der Holzproben
oder auf geschlechtliche Unterschiede zuriickzufiihren sein. Zu den hier erhaltenen
Extrakten ist noch folgendes zu bemerken: Schon der Chloroform-Extrakt vor der
Fermentation enthielt ansehnliche Mengen derselben Genine und Glykoside, die durch
Fermentierung auch aus den Chf-Alk-(2:1)-Extrakten gewonnen werden konnten.
Méglicherweise ist ein Teil der Glucoside schon beim Trocknen des Holzes oder wih-
rend der Extraktion gespalten worden?3®).

Ob das als Hauptprodukt gefundene 16-Dehydrostrophanthidin urspriinglich in
der Pflanze vorhanden war, liess sich nicht sicher feststellen. Es ist bekannt, dass
Acetoxygruppen in 16-Stellung von Cardenoliden sich leicht eliminieren lassen [19].
Aus diesem Grunde wurde die Aufarbeitung schonend durchgefithrt, insbesondere
wurden (ausser in zwei Fillen) keine Chromatographien auf Aluminiumoxid vorge-
nommen. Wir glauben daher, dass 16-Dehydrostrophanthidin bereits in der von uns
erhaltenen Holzprobe anwesend war.

Die Hauptmenge der digitaloiden Derivate stellen die Glykoside dar. Diese lagen
als kompliziertes Gemisch wasserlgslicher Substanzen vor. Bisher gelang es, drei
einheitliche Glykoside zu isolieren: D (= 16-Dehydrostrophanthidin-3-p-digitoxosid),
J (= Convallatoxin) und K (= 16-Acetoxystrophanthidin-rhamnosid). Polarere Sub-
stanzen als K konnten nicht in reiner Form gefasst werden, jedoch befinden sich unter
den auf K folgenden Substanzen wahrscheinlich Strophanthidin-§-p-glucosid (Lauf-
strecke wie L im Pchr.) und die Glucoside und Rhamnoside des 168-Hydroxystro-
phanthidins und seiner Verwandten.

Insgesamt konnten papierchromatographisch drei Zucker nachgewiesen werden:
Glucose, Rhamnose und Digitoxose. SCHENKER e¢f al. fanden in ihren Extrakten
dagegen nur Glucose [3]. Es wurden hier keine Versuche unternommen, um die D-
Glucose-Derivate zu isolieren. Sie wurden fermentativ soweit wie méglich abgebaut.
Da der Abbau dabei weitgehend bis zur Aglykonstufe erfolgte und da Strophantho-
biase speziell Strophanthidin-f-p-glucosid und dhnliche Stoffe abzubauen vermag {3],
diirfte der unfermentierte Extrakt reichliche Mengen von $-D-Glucosiden enthalten
haben. Wie oben erwahnt enthielt das Glykosidgemisch auch Digitoxoside und Rham-
noside. Ein Teil dieser Stoffe muss urspriinglich noch mit p-Glucose verkniipft gewe-
sen sein, die bei der Fermentation abgespalten wurde.

Fast alle der gefundenen Cardenolide lassen sich vom Strophanthidin oder 168-
Hydroxystrophanthidin herleiten. Dieser letztere Stoff und seine Verwandten zeigen
mit 84-proz. Schwefelsdure eine auffallende karminrote Fiarbung. Eine praktisch
gleiche Firbung zeigen Adonitoxigenin {24] und seine Derivate, die ebenfalls 16-

34) Brief vom 11. 2. 1962.
38)  Periploca graeca enthilt auch glykosidspaltende Fermente [33].

104



1650 HELVETICA CHIMICA ACTA

Hydroxycardenolide mit einer Aldehydgruppe am C-10 darstellen. Die Reaktion ist
fiir eine orientierende Differenzierung sehr niitzlich. Die Trennungen machten teil-
weise erhebliche experimentelle Schwierigkeiten, daher gelang es auch nicht, alle
nachgewiesenen Stoffe in reiner Form zu isolieren. Immerhin glanben wir die wichtig-
sten Vertreter gefasst zu haben, so dass ein guter Einblick in den Bau der vorhande-
nen Glykoside gewonnen werden konnte.

Die Anschaffung des untecrsuchten Pflanzenmaterials wurde uns durch Mittel aus den ARr-
BEITSBESCHAFFUNGSKREDITEN DES BUNDES zZUR FORDERUNG DER WISSENSCHAFTLICHEN FoRr-
SCHUNG ermdglicht, wofiir auch hier bestens gedankt sei.

Ferner danken wir dem SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS fiir cinen Beitrag an die Kosten
der Arbeit.

Experimenteller Teil

1. Allgemeines. — Alle Smp. sind auf dem KorLER-Block bestimmt und korrigiert. Fehler-
grenze bei der hier beniitzten Ausfithrung bis 200° etwa + 2°, dariiber 4- 3°. Substanzproben fiir
Drehungen und Spektren wurden 48 Std. bei 740 Torr im Exsikkator iiber CaCl, getrocknet. Zur
Verbrennungsanalyse wurde 5 Std. bei 0,01 Torr und 90° getrocknet. Ubliche Aufarbeitung heisst
Eindampfen im Vakuum, Aufnehmen in Chf oder Chf-Aec-{1:3), Waschen mit 2~ HCl, 2n Soda-
16sung und Wasser, Trocknen iiber Natriumsulfat und Eindampfen bei 40-45° im Vakuum. Zur
Chromatographie®¥) und zur Abspaltung von 16-Acetoxygruppen [19] wurde neutrales Al,O; von
MEeRrck verwendet, zur Chromatographie ferner Kieselgel von MErck, Korngrésse 0,05-0,20 mm.
Silikatgemisch ist das nach DOBRINER ef al. [20] bereitete Gemisch aus Mg-Silicat und gewasche-
nem Kieselgur im Verhiltnis 2:1. Fir die folgenden Nachweismethoden und Reaktionen dienten
frithere Angaben: Papierchromatographie der Cardenolide [10] [11], der Zucker [35]; KEDDE-
Reaktion [7] und Reaktion mit Tetranitrodiphenyl [12]; Fluoreszenzproben mit SbCl, [13a] und
H,PO, [28]; Reaktion mit 84-proz. Schwefelsdure [31]; Xanthydrolprobe [26]; Zuckernachweis
mit Anilin-hydrogenphtalat [36], Vanillin-Perchlorsiure [37] und FEeicL-Reagens [27], Glucose-
bestimmung mit FEHLING'scher Losung [38]; milde saurc Hydrolyse mit 0,053 H,50, im
MikromaBstab [13b] und energische saure Hydrolyse mit KiLiani-Mischung [22].

Verwendete Abkiirzungen: AcOll = Eisessig, Ac,0 = Acetanhydrid, Ae = Diithylither,
An = Aceton, Alk = Athanol, Be = Benzol, Bu = #n-Butanol, Chf = Chloroform, Cycl =
Cyclohexan, Fmd = Formamid, Iso = Isopropanol, Me = Methanol, Mek = Methyldthylketon,
Py = Pyridin, Thi = Tetrahydrofuran, To = Toluol, W = Wasser; Fr. = Fraktion, ML = ein-
gedampfte Mutterlauge, Pchr. = Papierchromatogramm (e) und Papierchromatographie.

Entwicklung von Papievchvomatogrammen mit konz. H,S0,. Die zu untersuchende Substanz
wurde jeweils zweimal auf dem Papier aufgetragen. Nach der Chromatographie zerschnitt man
das Papier der Linge nach. Eine Bahn wurde mit KEDDE-Reagens [7] entwickelt, dic andere mit
‘Wasser leicht angefeuchtet und auf eine Porzellanplatte geklatscht. An den entsprechenden KeD-
DE-positiven Stellen betupfte man das Papier mit konz. HySO,. Derivate des 16-Hydroxystro-
phanthidins wurden schnell durch charakteristische Rotfirbung sichtbar [14]. Andere Substanzen
wie Strophanthidin geben nur eine schwache Gelbfiarbung.

2. Untersuchung von Probe a (diinne Zweige). — 1 kg dinne Zweige wurden fein ge-
mahlen, mit drei ] W versetzt und unter CO, 18 Std. bei 20° stehengelassen. Die weitere Extrak-
tion geschah nach fritherer Vorschrift [3], vgl. auch Angaben bei Probe b.

Trennungsversuch am Chf-Extraki. Der Chf-Extrakt wurde an SiO, chromatographiert, gab
aber keine Kristalle. Er wurde nicht weiter untersucht.

Untersuchung des Chf-Alk-(2:1)-Exty. 4,5 g Chf-Alk-(2:1)-Extr. wurden mit 3,9 g Strophan-
thobiasepriparat [6], gewonnen aus den Samen von Strophanthus kombé, 50 ml W, 30 ml 0,1m
Citratpuifer pH 5,2 [39] und 1 ml To versetzt und 6 Tage bei 37° stehengelassen. Dann wurde die
Losung mit 500 ml auf — 20° vorgekiihltem Alk vermischt, so dass die Hauptmenge des Fermentes
ausfiel. Nach kurzem Stehenlassen wurde abgenutscht und mit kithlem Alk, dann mit Ae nach-

38) Chromatographiert wurde nach der Durchlaufmethode [34] und nach einer Methode von
Duncax [16].
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gewaschen. Das klare Filtrat wurde im Vakuum eingeengt und vollstindig von organischen Lo&-
sungsmitteln befreit. Daraufhin wurde 8mal mit je 150 ml Chf und Chf-Alk-(2:1) ausgeschiittelt.
Die wie oben gewaschenen und getrockneten Ausziige gaben beim Eindampfen 1,37 g Chf-Extr.,
0,63 g Chf-Alk-(9:1)-Extr., 0,57 g Chf-Alk-(2:1)-Extr. (vgl. Tab. 1). Ein Teil der wisserigen Rest-
losung wurde mit FEHLING scher Losung {38] auf reduzierende Substanzen untersucht, der gefun-
dene Wert entsprach 0,6 g Glucose. Der Chf-Alk-(9:1)-Extrakt wurde an SiO, chromatographiert;
keine der Fr. liess sich jedoch kristallisieren.

3. Untersuchung der Probeb (dicke Zweige). — Ansatz 1. 1kgdicke Zweige, frei von Blattern
und Bliiten, wurde fein gemahlen und unter CO, mit 3 1 W bei 20° 16 Std. stehengelassen. Dann
wurden 3 1 95-proz. Alk zugegeben und 2 Std. auf 50° erwidrmt. Hierauf wurde durch eine Schicht
gewaschenen Kieselgurs [40]37) scharf abgenutscht. Anschliessend wurde das Pulver bei 60° mit
je 2-31 50-proz. (1mal), 60-proz. (Zmal) und je 1mal mit 70-proz. und 75-proz. Alk jedesmal ca.
2 Std. extrahiert. Es war dann nicht mehr bitter und wurde verworfen. Die vercinigten Filtrate
(15,5 1) wurden im Vakuum auf 1,6 1 eingeengt und mit einer Suspension von Bleihydroxid (aus
1 kg Bleiacetat-trihydrat) in 1,6 1 Alk [49]38) versetzt, 20 Min energisch geschiittelt und durch
Celite filtriert. Das Filtrat wurde mit verd. Schwefelsdure auf pH 5-6 gestellt und im Vakuum auf
400 ml cingeengt. Das wisserige Konzentrat wurde 5mal mit je 400 ml Chf und 13mal mit je
400 ml Chf-Alk-(2:1) ausgeschiittelt. Das Resultat zeigt Tab. 2. Die wisserige Losung war darauf-
hin KEDDE-negativ und nicht mehr bitter; sie wurde verworfen.

Amnsatz 11 (2,3 kg Holz). Die Extraktion geschah entsprechend Ansatz I mit dem Unterschied,
dass die zuletzt erhaltene wisserige Phase halb mit Na,SO, gesattigt und 3mal mit je 500 ml Chi-
Alk-(3:2) ausgeschiittelt wurde [40]. Ausbeuten vgl. Tab. 2.

3. Ausfithrung der Isolierungen (aus Probe b). - a) Untersuchung des Chf-Extrakts. 11,8 g
Chf-Extrakt (= 1,84 kg Holz) wurden zunéchst an 200 g SiO, grob in 15 Fraktionen aufgetrennt.
Die Fr. 1-5 (1,5 g, eluiert mit Chf-Be-(1:1)) waren KEDDE-negativ und wurden nicht untersucht.
Die Fr. 5-10 (6,28 g, eluiert mit Chf-Me-(99:1)) waren stark KEDDE-positiv, sie dienten fiir die
folgende Chromatographie. Die Fr.11-15 (= 2,3 g, eluiert mit Ch{-Me-(95:5) bis Chf-Me-(9:1))
waren KEDDE-negativ und wurden verworfen.

Die 6,2 g Fr. 5-10 der ersten Chromatographie wurden erneut an 100 g SiO, sorgféltig chro-
matographiert. Uber die Ergebnisse orientiert Tab. 11.

Tabelle 11. Chromatographie von 6,2 g Fr. 510 aus evster Chromatographie des Chf-Extvakts, an

100 g Si0,
Fr. Losungsmittel Eindampfriickstand
Nr. 300 ml
pro Fr. Ausbeute & .5 Flecke im Pchr. Weitere Verarbeitung
in mg ax
ag
H o
Rz
1-10 Be bis Chf 1456 - - nicht weiter
11-13 Chf-Me-(99:1) 378 + oy, o untersucht
14 Chf-Me-(99:1) 730 -+ oLy, o Chromat. an SiO,
15-16 Chf-Me-(99:1) 141 + o, Y, A nicht untersucht
17-22 Chf-Me-(95:5) 2280 + ¥.A, B CD,E H,; DuncaNn-Siule, Tab. 12
23-30 ChF-Me-(90:10) 781 + (B), D,E,H; nicht untersucht
bis Me

Fr. 14 wurde nochmals an 21 g SiO, chromatographiert, wobei sich 37 mg amorphe Subst. «
(nach Pchr. einheitlich) abtrennen liessen. Die Fr. 17-22 gaben aus Me-Ae 173 mg reine Subst. C,
Smp. 250-260°. Die ML (2,1 g) wurden an einer SiO,-Siule nach Duncax [16] chromatogra-
phiert, vgl. Tab. 12,

37} Verwendet wurde Celite 545, ein Produkt der JouNs-MANVILLE, INTERNATIONAL CORP. New
York, bezogen von der Firma SCHNEIDER & Co., Winterthur.
38) Man erhilt eine Losung, die Alk und W im Verhiltnis 1:1 enthalt.
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Tabelle 12. Chromatographie von 2,1 g Fr. 17-22 von Tab. 17 an 800 g Si0y nach DUNCAN

Tropfgeschwindigkeit 56 Tropfen pro Min., entsprechend 3540 ml pro Fr. und 20 Min. Eluiert
wurden Fr. 1-152 mit Be-Isopropanol-(93:7), Fr. 153-395 mit Be-Isopropanol-(69:31) und die
Fr. 396-537 mit reinem Isopropanol

Eindampfriickstand Kristalle oder reine Stoffe

Fr. Gewicht KEDDE-  Flecke im Gewicht  Pchr. Smp. Kristalli-
Nr. in mg reaktion  Pchr. in mg siert aus

1-152 80 - - - - - -
153-168 55 - - - - - -
169-175 25 + Ay 25 Ay - amorph
176-182 174 + AL A - - - -
183-187 256 + A 106 A 140-145° An-Ae
188-194 141 + A A, 31 A 138-145° An-Ae
165--223 178 + Ay, B, (D) - - - —
224-237 49 + A,, B, (D),E - - - -
238-242 33 + A, B, - - -
243-261 103 + A, B, C G - - - -
262-316 225 + B,C 42 C 226/

247-252° Me-Ae

317-395 82 + B, CE - - - -
396-468 54 + B, (D) - - - -
469537 157 + B, (D) - - - -

b) Untersuchung der Chf-Alk-(2:1)-Extrakte. — Vorversuch (1F). 6,8 g Chi-Alk-(2:1)-Extr.,
2,9 g Strophanthiobiase, 30 ml Citratpuffer [39] vom pH 5,2, 5 ml To und 100 ml W wurden zusam-
mengegeben und unter CO, 6 Tage bei 37° stehengelassen. Die Aufarbeitung erfolgte wie bei den
diinnen Zweigen. Das Ausschiitteln, 6mal mit je 150 ml Chf, 10mal mit je 100 ml Chf-Alk-(9:1)
und 9mal mit je 100 ml Chf-Alk-(2:1) gab die in Tab. 5 genannten Ausbeuten an 1F-Extrakten.
Die Glucosebestimmung nach BErRTrRAND [38] gab 0,53 g (= 7,89%) reduzierendes Material, vgl.
auch Tab. 5. 1,4 g des Chf-Extr.-1F wurden an 42 g Mg-silicat-Celite-(2:1)-Gemisch [20] chroma-
tographiert. Die mit Chf-Me-(97:3) eluierten Anteile (173 mg) gaben aus Me-Ae 27 mg Subst. C
(= 16-Dehydrostrophanthidin) in Prismen vom Smp. 250-259°. Fr. 13-26 (416 mg) wurden noch-
mals an 23 g SiO, chromatographiert, es liessen sich jedoch keine Kristalle isolieren. Es wurden
daher keine weiteren Trennungsversuche unternommen.

Haupiversuch (2F): Feymentation mit Strophanthobiase. 70 g Chif-Alk-(2:1)-Extr. wurden in
21 W gelost und 300 ml Citratpuffer [39] pH 5,2, 5 ml To und 10 g Strophanthobiase-Priparat zu-
gegeben. Darauf wurde 7 Tage unter CO, bei 37° fermentiert. Die Aufarbeitung erfolgte wie schon
beschrieben. Ausgeschiittelt wurde 7mal mit je 400 ml Chf, 5mal mit je 400 ml Chf-Alk-(9:1) und
23mal mit je 400 ml Chf-Alk-(2:1). Ausbeuten vgl. Tab. 6. Der Zuckeranteil, bestimmt mit Fen-
LiNG’scher Losung [38], entsprach 2,5 g (3,6%,) Glucose, vgl. auch Tab. 6.

Hauptversuch (3F): Fermentation mit Pilzamylase. Die 53 g Chf-Alk-(2:1)-Extr.-2F (vgl. Tab. 6)
wurden in 1,8 1 W gelést und 500 ml Acetatpuffer (0,01x NaOAc-HOAc, pH 5,0, + 0,05Mm
NaCl) [41], 70 g Pilzamylase und 2 ml To zugegeben. Die Suspension fermentierte 2 Tage unter
CO, bei 37°. Wahrend der ersten Std. der Fermentation wurden alle 10-20 Min. jeweils 2 ml ent-
nommen und mit FERLING scher Losung [38] titriert. Zu beachten ist dabei, dass die Pilzamylase-
Losung allein bereits eine betrichtliche Menge FEHLING scher Lésung verbrauchte, also reduzie-
rende Zucker enthielt. Dieser Blindwert wurde bei den Bestimmungen abgezogen. Die Aufarbei-
tung erfolgte wie oben. Ausgeschiittelt wurde 5mal mit je 400 ml Chf, 8mal mit je 300 ml Chf-
Alk-(9:1) und 8mal mit je 300 ml Chf-Alk-(3:2). Die Bestimmung der reduzierenden Bestandteile
ergab am Schluss einen Wert entsprechend 9,8 g = 18,39, Glucose (vgl. Tab. 6).

Chromatographie dev fermentievten Ausziige (vgl. Tab. 7). — Chromatographie 1. 15 g Chi-Extr.-
3F wurden an 450 g SiO, chromatographiert, vgl. Tab. 13.
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Tabelle 13. Chromatographic von 15 g Chf-Extr.-3F an 450 g Si0,

Fr. Losungsmittel Eindampfriickstand
Nr. 1,51 pro Fr.
roh Kristalle Weitere
Verarbeitung
Menge Flecke im Pchr. Menge Smp. Flecke
in mg in mg im
Pchr.
1-3 Chf-Be-(9:1) 548 - - - - -
4 Chf 47 ALA — - - -
5-6 Chf-Me-(98:2) 5720 AL A (E), (G), () 590 258-264° C Chromat. la
7 Chf-Me-(98:2) 1660 A,C,D,(E),(G),(]) 27 258-264° C -
8 Chf-Me-(98:2) 166 AC,D, E, G H, - - — Verteilungs-
9 Chf-Me-(98:2) 130 }], K - - - Chromat. 3
10 Chf-Me-(9:1) 300 - ~ -
11 Chf-Me-(9:1) 1200 A C,DE G, - - - Chromat. 1b
12 Chf-Me-(9:1) 131 lH, LK - - - Verteilungs-
13 Chf-Me-(4:1) 130 ’ - - - Chromat. 3
14 Chf-Me-(1:1) 80 - - -

Chyomatogvaphie 1a. Die Fr. 5 und 6 von Tab. 13 (zusammen 5,72 g) wurden nochmals an
150 g AL,O; (Akt. IIT) in 32 Fr. aufgetrennt. Die Fr. 5-6 [884 mg, eluiert mit Chf-Be-(9:1)] gaben
aus Me-Ae 250 mg Subst. Cin farblosen Prismen, Smp. 254-257°. Die Fr. 15-31 (2,2 g) dienten zur
Verteilungschromatographie, Tab. 15. Die iibrigen Eluate wurden nicht weiter getrennt.

Chromatographie 1b. Fr. 11 von Tab. 13 (1,2 g) wurde ebenfalls an 36 g Al,O, (Akt. II) chro-
matographiert. Die dabei erhaltene Fr. 10 (16 mg, eluiert mit Chf-Me-(99:1)) gab aus Me-Ae 10 mg
krist. Subst. C. Die tbrigen Eluate kristallisierten nicht und wurden nicht weiter getrennt.

Chromatographie 2. 12 g Chf-Alk-(9:1)-Extr.-2F + 3F wurden an 400 g SiO, chromatographiert,
vgl. Tab. 14.

Tabelle 14. Chromatographic von 12 g Chf-Alk-(9:1)-Exty -2F + 3F an 400 g Si0,

Fr. Losungsmittel Eindampfriickstand
Nr. 1,21 pro Fr.
roh Kristalle Weitere
Verarbeitung
Menge Flecke im Pchr. Menge Smp. Pchr.
in mg in mg

1-2  Chi-Be-(9:1) 360 - - - - -

3-5 Chf 440 - - - - -

6-8 Chf-Me-(99:1) 847 ALAC 80 256-259° C -

9-12 Chf-Me-(98:2) 2224 A, C,D,H,] 12 256-259° C Verteilungs-
13-16 Chf-Me-(96:4) 1778 (A),(C),D,GH,],K — - - Chromato-
17-20 Chf-Me-(94:6) 404 D,GHI]JK — - — graphie 3
21-24 Chf-Me-(9:1) 2662 H J. K - - -

25-27 Chif-Me-(1:1)
bis Me 2654 . K - - - -

Chromatographie 3, Verteilung. Von Chromatographie 1 (Tab. 13) wurden Fr. 8-10 (596 mg)
und Fr. 12-14 (341 mg), von Chromatographie 2 (Tab. 14) Fr. 9-24 (7068 mg) und von Chromato-
graphie la Fr. 15-31 (2200 mg) zusammengegeben, man erhielt total 10,2 g. Sie wurden auf 1,5 kg
Kieselgur, das mit 1,5 kg W beladen war, gegeben [10b]. Das Kieselgur war wie iiblich behandelt
und gereinigt und wurde mit 1,5 kg W vermischt in die Séule gepackt. Tab. 15 orientiert iiber die
Resultate.
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Chyomatographie 3a. Die Fr. 9-16 von Tab. 15 (152 mg) wurden zur Reinigung nochmals an
7,5 g SiO, chromatographiert, wobei sich zundchst etwas KEpDE-negatives Material abtrennen
liess. Die mit Chf und Chf-Me-(99:1) eluierten Anteile stellten das reinste Priparat von Subst. a
dar, liessen sich aber nicht kristallisieren.

Chyomatographie 3b. Die Fr. 40—46 von Tab. 15 (30 mg) wurden ebenfalls an 1,2 g SiO, chro-
matographiert, wobei sich ca. 20 mg KEppDE-negatives Material abtrennen liess. Die mit Chf-Me-
(9:1) elujerten Anteile (4 mg) waren ein farbloser Schaum, der im Papier nur den Fleck von Subst. y
zeigte.

Chyomalographie 3c. Die Fr. 67-80 von Tab. 15 (551 mg) wurdcn an 200 g feinem SiO, mit
Be-Isopropanol-Gemischen nach DunNcan [16] chromatographiert (Tab. 16). Zur Kontrolle der
Fr. diente die Diinnschichtchromatographie.

Chyomatographie 3d. Dic Fr. 81-124 von Tab. 15 (zusammen 1,2 g) wurden an 400 g SiO,
nach DuNcan in 330 Fr. getrennt. Zum Eluieren diente rcines Mek. Tropfgeschwindigkeit 30 ml

Tabelle 15. Verteilungschvomatographie an Wasser auf Kieselgur (Tropfgeschwindigkeit 150 ml/
Std., 450 ml/Fr.)

Frak-  Losungsmittel Eindampfriickstand Kristalle Weitere
tion Verarbeitung
Menge Flecke im Papier- Menge Smp. Flecke
in mg chromatogramm in mg in °C im Pchr.
1-8 Be/W 350 KEDDE-negativ - - - -
9-16 Be/W 152 = - - - Chromato-
graphie 3a
17-18 Be/W 22 o, f - - - -
19-29 Be/W 63 o f.y - - - -
30-39 Be/W 81 By - - - -
40-46 Be/W 30 » - - - Chromato-
graphie 3b
4748 DBe-Bu-(9:1)/W 446 3, A - - - -
49-53 Be-Bu-(9:1)/W 2912 A, C 793 141-147 A -
54-57 Be-Bu-(9:1)/W 495 A,C 96 252-258 C -
58-61 Be-Bu-(9:1}/W 273 A,C, B E - - - —
62-66 Be-Bu-(9:1)/W 393 A, C E D, G - - - -
67-69 Be-Bu-(9:1)/W 177 E, D', G, D - — - Chromato-
70-73  Be-Bu-(9:1)/W 279 E, D', G H - - - graphie 3c an
74-80 Be-Bu-(9:1)/W 110 D', G H - - - Duncan-
Siule, Tab.16
31-87 Be-Bu-{9:1)/W 8 H,F - - - Chromato-
88-99 Be-Bu-(9:1)/W 206 H, F, H, - - - graphie 3d
100-113 Be-Bu-(4:1)/W 251 H, F, H, — - — an DUNCAN-
114-119 Be-Bu-(4:1)/W 5374 H, F und polarere - — - Sidule
Substanzen
120-124 Be-Bu-(4:1)/W 461 H, F und polarere - - -
Substanzen
125-140 Be-Bu-(1:1)/W 612 H, F und polarere - - - -
Substanzen
141-142 Be-Bu-(1:1)/W 315 J 30 237-247 ) -
143-144 Be-Bu-(1:1)/W 427 J, K - - - -
145 Be-Bu-(1:1)/W 190 J, K 20 262-268 K -
146-150 Be-Bu-(1:1)/W 276 K,L,M, M, N - - - -
151-173 Be-Bu-(1:1)/W 835 M, N, P - - - -

174-176 Me 600 KEDDE-negativ - - - -
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Tabelle 16. Chromatographie 3¢ von 551 mg Fr. 67-80 von Tab. 15 nach Duxcan an 200 g SiO,.
Tropfgeschwindigkeit 30 ml pro Std. und Fr.

Fr. Losungsmittel Eindampiriickstand
Nr.
roh Kristalle
Menge Flecke Menge Smp. Flecke
in mg im Pchr. in mg im Pchr.
1-25 Be-Iso (69:31) 17 - - - -
26-36 Be-Iso (69:31) 70 D’ - - -
37-43 Be-Iso (69: 31) 31 D', G - - —
44 40 Be-Iso (69:31) 81 G - - -
91-110 Be-Iso {55:45) 38 E 4 175-183/ E
252-262°

111-120 Be Iso (55:45) 15 E,D - - -
121-162 Be-Iso (30:70) 131 D - - -
163-170 Iso 20 (D)) - - -
171-175 Me 100 - - - -

pro Std. bei 10 ml pro Fr. Dic Fr. 73-92 (114 mg) gaben aus Me-Ae 32 mg krist. Subst. H in farb-
losen Nadeln, Smp. 226-237°. Die anderen Eluate wurden nicht weiter getrennt.

c) Orvientievende Untevsuchung des Chf-Alk-(3:2)-Extr. — 1. Milde sauwve Hydvolyse mit 0,058
H,S0, [13b]. 62 mg Chf-Alk-(3:2)-Extr., der ca. 50% KEDDE-negatives Material enthielt, wurden
in 10 ml Me geldst und mit 10 ml 0,18 H,SO, versetzt, dann 30 Min. unter Riickfluss gekocht.
Hierauf wurde mit 5 ml W verdiinnt und das Me im Vakuum abdestilliert. Die verbleibende wiisse-
rige Losung wurde 30 Min auf 65° erwidrmt, abgekiihlt und viermal mit Chf ausgeschiittelt. Man
erhielt 5 mg Rohextrakt, der nach Pchr. (System Chi-Fmd) die Substanzen A, B, C und H ent-
hielt. Nach Neutralisation mit BaCO; und Untersuchung im Pchr. (System Mek-To-(1:1)/W)
liess sich in der wisserigen Restldsung Digitoxose nachweisen.

2. Fermentation wmit Schneckenferment [21]. Die neutrale, wisserige Restlgsung, die noch Glu-
coside und Rhamnoside enthielt, wurde mit 60 mg Schneckenferment, 20 ml Acetatpuffer (0,1x
AcOH-AcONa, pH 5,4) und 1 ml To versetzt und 4 Tage lang bei 38° fermentiert. Nach Entfer-
nung des Ferments durch Fillen mit abs. Alk wurde mit Chf und Chf-Alk-(3:2)-Gemischen aus-
geschiittelt. Die wie iiblich gewaschenen und getrockneten Ausziige gaben 8 mg (= 139%,) Chf-
Extr. und 10 mg (= 16%,) Chf-Alk-(3:2)-Extr. Die restlichen 39 mg blieben teilweise im KHCO,-
Waschwasser, das KEDDE-negativ, aber stark gelb gefirbt war, oder im wésserigen Auszug
zuriick.

3. Energische sauve Hydvolyse mit KILIANI-Mischung [22]. 5 mg Chf-Alk-(3:2)-Extr. aus Ver-
such 2 wurden mit KiLiaNi-Mischung (3,5 ml AcOH, 5,5 ml W und 1 ml HCIl konz.) gespalten.
Im Pchr. (System Bu/W) konnte Rhamnose nachgewiesen werden. Glucose war nur noch schwach
sichtbar.

4. Beschreibung der isolierten Stoffe (vgl. auch Tab. 9). — Farbreaktionen mit 84-proz.
H,S0, vgl. Tab. 10, UV.-Spektren in Alk vgl. Fig. 11, 12 und 13, relative Laufstrecken im Pchr.
(Rf-Werte) Fig. 3-8 (Tab. 3), IR.-Spektren Fig. 14-16.

Substanz a. Dieser Stoff (total 68 mg) konnte sowohl direkt als auch nach Fermentation aus
den Chf-Extr. gewonnen werden. Trotz mehrfacher Chromatographie gelang es nicht, ihn frei
von KEDDE-negativem Material zu erhalten und zu kristallisieren. Im Pchr. System Chf/Fmd
und Be-Chf-(7:5)/Fmd war zunachst nur e;z Fleck sichtbar, der die gleiche Laufstrecke wie Digi-
toxigenin hatte. Nach einiger Zeit zeigte das Praparat noch einen zweiten I'leck, der wie 3-epi-
Digitoxigenin licf. Auch durch Animpfen mit diesen Substanzen konnte keinc Kristallisation er-
reicht werden.
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Substanz y. 4 mg dieser Substanz konnten amorph, aber pchr. rein nach Fermentation und
Verteilung (3) erhalten werden.

Substanz Ay. A; war in den Chf-Extr. vor und nach der Fermentation enthalten. 25 mg wurden
aus den urspriinglichen Chf-Extr. nach Pchr. rein, aber amorph erhalten. Substanz A, konnte mit
168-Acetoxystrophanthidin identifiziert werden [23].

Substanz A. Aus den Chf-Auszigen vor und nach der Fermentation und aus den Chf-Alk-
(9:1)-Extr. erhielt man insgesamt 795 mg krist. A (= Strophanthidin). Umkristallisieren aus
An-Ae gab farblose Nadeln vom Smp. 136-144°/217-226°; [0]3 = +40,8° + 2° (¢ = 1,00 in Me).
Nach Misch-Smp., Farbreaktion mit 84-proz. H,SO,, Drehung, sowie Laufstrecken in Pchr. und
auf der Diinnschichtplatte war A identisch mit Strophanthidin.

Substanz C. Insgesamt wurden 1393 mg C aus den unter Substanz A erwidhnten Ausziigen in
Kristallen gewonnen. Nach Umkristallisieren aus Me-Ae erhielt man farblose Prismen vom Smp.
226°/253-262°. [a]® = +82,4° 4+ 3° (¢ = 0,70 in Me-W-(1:1)). Substanz C war sehr schwer 18slich
in Me, An, Chf; schwer 16slich in Me-W-(1:1) und gut lgslich in Chf-Me-(1:1). C konnte als 16~
Dehydrostrophanthidin erkannt werden [23]. Trocknung zur Analyse 5 Std. bei 0,01 Torr und
90° iiber P,0; (Schweinchen) gab 1,269, Gewichtsverlust.

Cy3Hgy Oy (402,47) Ber. C 68,64% H 7,519, Gef. C 67,829, H 7,439,

Substanz D. 111 mg konnten aus der Chromatographie 3¢ amorph, aber pchr. rein erhalten
werden. Sie stellt das §-p-Digitoxosid der Substanz C dar [23].

Substanz D’. 70 mg D’ konnten aus der Chromatographie 3¢ amorph, aber papierchromato-
graphisch rein erhalten werden. Die niedrige Extinktion im UV. (Tab. 9) zeigt, dass das Produkt
noch erhebliche Mengen KEDDE-negatives Material enthalten hatte.

Mikvohydvievung. 10,78 mg Subst. D’ wurden in 2 ml AcOH mit 20 mg PtO, hydriert. Die
Wasserstoffaufnahme nach 4 Std. betrug 0,243 ml (umgerechnet auf 0° und 760 Torr.) Fiir ein
geschitztes MG. von 402 entspricht dies ciner Aufnahme von 0,405 Mol. H,. Zu beriicksichtigen
ist hierbei, dass das verwendete Praparat von Subst. D’ amorph war und noch KEppE-negatives
Material enthielt. Das amorphe, farblose Hydrierungsprodukt gab mit KenpE-Reagens keine
Firbung mehr und zeigte im UV. nur noch ein kurzwelliges Maximum (siehe Tab. 9), das von einer
isolierten Doppelbindung herrithren diirfte. Die zu geringe Extinktion diirfte von den Verunreini-
gungen kommen, die in dem verwendeten Priparat von Subst. D’ enthalten waren.

Substanz E konnte aus Fr. 91-110 der Chromat. 3¢ kristallin erhalten werden. Aus Me-W
erhielt man 4 mg gut ausgebildete, farblose Prismen vom Smp. 175-183°/252-262°, diese erwiesen
sich jedoch als ein Gemisch von 16-Dehydrostrophanthidol und einem Digitoxosid, das sich von
einem unbekannten Genin ableitet [23]. Diese zwei Stoffe scheinen in den verwendeten Systemen
sehr dhnliche Laufstrecken zu besitzen.

Substanz G. 81 mg konnten ebenfalls aus der Chromatographie 3¢ (Fr. 44-90) nach Pchr. rein,
aber amorph gewonnen werden. Die Substanz zersetzte sich nach einiger Zeit. Nach erneuter
Chromatographie war G wieder papicrchromatographisch einheitlich und wurde acetyliert. Auch
das Acetylderivat konnte nicht kristallisiert werden.

Mikvohydvievung. 8,28 mg Subst. G wurden mit 16 mg Pt-oxid in 2 ml AcOH 12 Std. bei
20° hydriert. Die Wasserstoffaufnahme erfolgte zundchst schnell, dann langsam. Aufnahme total
0,540 ml {umgerechnet auf 0° und 760 Torr). Fiir ein geschdtztes MG. 514 entspricht dies 1,5 Mol. H,.
Das Hydrierungsprodukt war ein orange gefirbtes Harz, auf der Diinnschichtplatte gab es
mehrere Flecke. Offenbar war Zersetzung eingetreten.

Substanz H. Substanz H wurde ans Chromatographie 3d gewonnen. Man erhielt insgesamt
32 mg Nadeln in Biischeln aus Me-Ae vom Smp. 233-237°. [a]f’f = +50,1° 4+ 3° (¢ = 0,87 in
abs. Alk). Nach Smp., Misch-Smp., Drehung, Farbreaktionen mit 84-proz. H,S0O,, SbCl; und
H,PO,, Launfstrecken in IPchr., und auf der Diinnschichtplatte war H identisch mit Strophado-
genin = 16f-Hydroxystrophanthidin [24] [25].

Acetylierung. 3 mg Substanz H, 0,1 mg abs. Py und 0,01 ml Ac,0 wurden 2 Tage bei 20°
stehengelassen. Die iibliche Aufarbeitung gab 2,9 mg Rohprodukt. Aus Me erhielt man Nadeln
vom Smp. 233-237°. Das Acetat war nach Smp., Misch-Smp., Farbreaktionen und Laufstrecken
im Pchr. (System Be-Chf-(7:5)/Fmd, vgl. Fig.7) identisch mit 3,16-Di-O-acetyl-168-hydroxy-
strophanthidin [24] [25].



Volumen 48, Fasciculus 7 (1965) — No. 178 1657

Desacetylierung. 1 mg 3,16-Di-O-acetyl-16f8-hydroxystrophanthidin wurde in An gelést und
auf 200 mg Al,O4 neutral, Akt. I gegeben. Nach 41 Std. wurde mit Chf erschopfend eluiert
und der Eindampiriickstand im Pchr. untersucht. Es waren zwei Flecke sichtbar, die Laufstrecken
entsprachen 3-0O-Ac-C (= 3-O-Acetyl-16-dehydrostrophanthidin) sowie unverindertem Ausgangs-
material.

Substanz J. 30 mg lieferte Fr. 142 von Tab. 15, aus Me erhielt man farblose Nadeln vom Smp.
237-247°. [o)f = +2,2° £ 2° (¢ = 1,00 in Me). Nach Smp., Misch-Smp., Farbreaktionen mit
84-proz. und konz. H,SO, (tiefrote Farbung gleich zu Anfang), Drehung und Laufstrecke im
Pchr. war Substanz ] identisch mit Convallatoxin. Die energische saure Hydrolyse mit KILIANI-
Mischung gab nach Pchr. einen Zucker, der mit Rhamnose identisch war.

Substanz K. 20 mg krist. Substanz K erhielt man aus Fr. 144 der Verteilung (Tab. 15). Sie
kristallisierte aus Me-Ae in farblosen Nadeln, die zu kleinen Sternen vereinigt waren, Smp. 262—
268°. [a]f = —13,4° & 2° (¢ = 1,05 in Me). 2 mg K wurden mit 0,1 ml KiLiani-Mischung hydro-
lysiert [22]. Der erhaltene Zucker zeigte im Pchr. eine Laufstrecke entsprechend Rhamnose.

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

SUMMARY

Six crystalline (A, C, E, H, J and K) and six amorphous («, ¥, A;, D, D’, and G)
but paperchromatographically homogenous cardenolides were isolated from the wood
of Parquetina nigrescens (A¥zZeL.) BULLOCK (= Periploca nigrescens AFZEL.) after
fermentation with glucosidases. The presence of twelve more cardenolides was observed
in paperchromatograms. Three of the mentioned compounds could be identified with
known substances: A = strophanthidin (already isolated by SCHENKER ef al. [3] from
similar material), H = strophadogenin = 163-hydroxystrophanthidin and J = con-
vallatoxin. A,, C, D, E and K are new compounds whose structures will be reported
in the following publication. The structures of «, y, D’ and G are as yet unknown.

Institut fiir Organische Chemie
der Universitit Basel
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