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Phase vereinigt: aus Isopropanol-Wasser unter Zusatz von Kohle 2 g (39%,) lange, farblose, glidn-
zende Nadeln, bei 150° Umwandlung in kleinere Nadeln, Smp. 184-186°, IR.-Spektrum siehe Fig. 2.
CioH,0,NS Ber. C 58,54 H 3,44 N 6,83 S15,629%

(205,24) Gef. ,, 58,68 ,, 3,54 ,, 6,61 ,, 15,399,
I. Man crhitzt 1 g (5 mMol) VI auf ca. 200° und trennt das erhaltene III (620 mg, 79%) durch
Destillation bei 0,2 Torr (Sdp. 65°) von einem gelben, hoher siedenden Nebenprodukt.

K. 3-Phenyl-5-lithium-isothiazol aus 5 mMol III und 6,25 mMol #-Butyllithium (vgl. H)
wird bei — 70° mit 710 mg (5,5 mMol) Methyljodid versetzt. Man riihrt 45 Min. bei — 70°, versetzt
bei Zimmertemperatur mit ca. 50 ml 2N HCl und extrahiert mit Ather. Der Riickstand, 3-Pheny!-
5-methyl-isothiazol (VII}, destilliert bei 85°/0,3 Torr. Aus Isopropanol-Wasser unter Zusatz von
Kohle farblose Nadeln, Smp. 49-51°.

CoHgNS (175,25) Ber. C 68,54 H 5,18%  Gef. C 68,37 H 5,149,

Die Mikroanalysen verdanken wir zum Teil der Mikroanalytischen Abteilung der CIBA
AKTIENGESELLSCHAFT, Basel (Dr. W. PaDowETz), zum Teil dem Mikrolabor des Instituts fiir
Organische Chemie (E. THOMMEN).

SUMMARY

In order to study the properties of aromatic sulfur as ligand atom and at the same
time the similarity of the quinoline and the isothiazole ring, 3-phenylisothiazole-5-
carboxylic acid was synthetisized in different ways, e.g. using the 3-phenylisothia-
zole—also unknown up to date—as starting compound.

Institut fiir anorganische Chemie, Universitit Basel
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286. Die Cardenolide von Antiaris toxicaria LESCH?)
Identifizierung von «Bogorosid» mit Convallosid
sowie Isolierung und Partialsynthese von Gluco-periplorhamnosid ?)
Glykoside und Aglykone, 283. Mitteilung3)
von R.Brandt, H. Kaufmann und T.Reichstein
(7. X. 66)

1. Problemstellung. — Der Milchsaft von Antiaris toxicaria LEscH (Moraceae)
wurde besonders in Indonesien zur Herstellung eines sehr wirksamen Pfeilgiftes ver-
wendet [3]. Er ist schon wiederholt chemisch untersucht worden [4] [5] und erwies
sich als sehr reich an Cardenoliden. Hauptwirkstoffe sind die zwei Antiarine 1 und 2,
1) Letzte Mitteilung iiber Cardenolide von Awnfiaris foxicaria vgl. MUHLRADT u. Mitarbeiter [1].

%) Auszug aus Dissertation RoGeEr BranDT, Bascl 1966.
8) 282, Mitteilung: St. HOFFMANN ef al. [2].
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deren Struktur gesichert ist [6]. Daneben sind im Milchsaft noch eine grosse Anzahl
weiterer Cardenolide enthalten [4] [5], von denen aber nur ein Teil genau aufgeklirt
werden konnte. Bei den anderen waren bisher weitere Untersuchungen nicht moglich,
weil die erhaltene Menge zu gering war. Zu diesen gehorte auch das von DoLpER und
Mitarb. [4] in kleinen Mengen isolierte «Bogorosid». Dieses sehr gut kristallisierende
Glykosid enthilt nach JusLEN und Mitarb. [5] Rhamnose). In den Samen, die auch
sehr glykosidreich sind, wurde es von MUHLRADT & Mitarb. [7] nicht gefunden?). Der
Stoff zeigte in Papierchromatogrammen sehr #dhnliche Polarititen wie die zwei
Antiarine 1 und 2 und enthielt wie diese eine Aldehydgruppe. Es wurde daher ver-
mutet, dass es sich um ein neues Glykosid der Formel CyyH,,0,, mit einem unbekann-
ten, stark hydroxylierten Genin C,3H,,04 handeln kénnte. Eine Strukturabklirung
war daher erwiinscht. Wir berichten hier iiber eine solche. Sie zeigt, allerdings erst auf
Umwegen, dass « Bogorosid» mit dem bekannten Convallosid (3) [8] identisch ist. Der
Name «Bogorosid» ist daher zu streichen; er wird hier nur noch verwendet, um das
Originalpridparat von DoLDER und das hier erneut isolierte Material zu bezeichnen.

2. Isolierung von Convallosid 3 («Bogorosid») aus dem Milchsaft von Antiaris
toxicaria. — Am miithsamsten war die Isolierung des fiir die Untersuchung benétig-
ten Materials. Dafiir standen insgesamt 12,93 g amorphe Gemische®) zur Verfiigung,
die nach Papierchromatogrammen den gesuchten Stoff in geringer Menge enthielten.
Convallosid («Bogorosid») liess sich papierchromatographisch unter geeigneten Bedin-
gungen, besonders mit Wasser als stationdrer Phase, von den andern darin enthaltenen
Cardenoliden von teilweise sehr dhnlicher Polaritit unterscheiden. In Butanol/Wasser
oder Butanol-Toluol-(1:1)/Wasser (Fig.1) lduft Convallosid («Bogorosid») langsamer
als beide Antiarine, und im System Butanol-Chloroform-(1:2)/Wasser rascher als «-
Antiarin und langsamer als S-Antiarin, was eine gute Identifizierung erlaubt. Die
beste Trennung ergibt das System Methylithylketon-Toluol-(4:1)/Wasser (Fig.2).
Fiir praparative Zwecke an Sdulen ist dieses System jedoch unbrauchbar?), da sowohl
Convallosid wie die Antiarine dabei sehr rasch autoxydiert werden?®). Es findet offen-
bar eine dhnliche Reaktion statt wie sie von BINKERT & Mitarb. [9] fiir Strophan-
thidin und Stophanthidinglykoside beschrieben wurde, und die von Aceton stark be-
schleunigt wird. Methyldathylketon wirkt scheinbar gleich. Fiir unsere Zwecke erwiesen
sich Butanolsysteme als brauchbar, wobei aber drei Verteilungschromatographien
notig waren, um reines Convallosid zu isolieren. Das noch vorhandene Rohmaterial
wurde in zwei Portionen verarbeitet. Die erste, an Convallosid 4rmere Portion (11,28g),

4) Dass es gleichzeitig D-Glucose enthilt, wurde damals iibersehen.

5) Das kénnte davon herrithren, dass die Samen nach Weichen in Wasser (Fermentierung) auf-
gearbeitet wurden, wobei auch «Bogorosid» (= Convallosid) enzymatisch abgebaut werden
konnte.

Es handelt sich um folgende Proben: von JusLEN [5] Extrakt aus der Mutterlauge vom Chloro-
form-Alkohol-(2:1)-Extrakt B Fraktion 3840, Chloroform-Alkohol-(2:1)-Extrakt Mutter-
lauge der Fraktion 9-14; von DoLDER [4]: Chloroform-Alkohol-(3:2)-Extrakt Fraktion 19-21,
Verteilung C Fraktionen 71-74, 68, 93-97, Mutterlauge von 90-92, Vert. B Fraktion 60-68.
Auch nach Ersatz des autoxydablen Toluols durch das stabilere Benzol.

Bei einem priparativen Versuch mit 9,7 g Chloroform-Alkohol-(2:1)-Extrakt von JUsLEN
verloren wir das gesamte darin enthalten gewesene Convallosid. Eine Untersuchung zeigte
daraufhin, dass Convallosid sowie die Antiarine 1 und 2 nach einer Verweilzeit von zwei Tagen
bereits zu ca. 809, oxydiert waren.
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wurde zuerst im System Butanol/Wasser getrennt (Exp. Teil, Tabelle 1) ; dabei liessen
sich schwicher und stirker polare Stoffe, sowie 0,85 g krist. a-Antiarin (1), abtrennen.
Convallosid (3) und S-Antiarin (2) wurden dabei in einem Konzentrat (5,67 g) angerei-
chert, das einer zweiten Verteilungschromatographie im System Benzol-Butanol-
(1:2)/Wasser unterworfen wurde. Dabei konnten 183 mg krist. a-Antiarin und 1,62 g
krist, f-Antiarin erhalten werden. Das Convallosid befand sich in den Mutterlaugen
(2,878 g), die ein drittes Mal durch Verteilungschromatographie, diesmal im System
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Substanzen A und B (nicht identifiziert) sind in Fig. 2 abgetropft

= nicht identifiziert D = a-Antiosid [10]
Antiosid [4] [5] F = a-Antiarin (1)
== B-Antiarin (2) H = Convallosid (¢«Bogorosid») (3)
= nicht identifiziert M = nicht identifiziert
= Strophanthidol O = Convallatoxol [11]
T
w

= al-Dihydroconvallosid (6) = Mercaptal 4
= Pcriplorhamnosid [7] = Gluco-periplorhamnosid (7)
, X, Y, Z = nicht identifiziert

<cHzZ-"omo

Tig.1-5 sind Beispiele fiir Papierchromatogramme, schemaniisiert, aber massgetveu. Ausfithrung
absteigend nach frilheren Angaben [12]. Die Papiere wurden zur Imprignierung mit Wasser
kurz durch ein An-W-(2:1)-Gemisch gezogen. Sie wurden mit einem kontrollierten Wassergehalt
von 35%, des Papiertrockengewichts in den Trog eingchingt. Wo keine Front gestrichelt einge-
zeichnet ist, wurde das Fliessmittel abtropfer gelass n. Sichtbarmachung mit Keppz-Reagens {13].
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5 Convallatoxin
F. 238-239° [4- 0 Alk] [18]

6 al-Dihydroconvallosid
(nicht isoliert) ?)

7 Gluco-periplorhamnosid?)
F. 202-204° [-1,6 Me]

F. 234-236° [-16,4 Me] [21]

Pilz 889/R
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v ferment
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8 Strophanthidin 9 R = Rha 11 R = Rha = Periplo-

rhamnosid [7]

F. 172-175° [-12,7 Me]?)
12 R = H = Periplogenin [20]

F. 227-230° [+ 29,1 Ch{]®)

F.136-138° [+43,1 Me} [19] = Convallatoxol [11]

10 R = H = Strophanthidol [19]

Glu = B-p-Glucopyranosyl-, Des-Gul = 6-Desoxy-f-D-gulopyranosyl-,
Rha = o-L-Rhamnopyranosyl

Die Zahlen in eckigen Klammern geben die spez. Drehung fiir Na-Licht in den vermerkten
Ljsungsmitteln an'%).

9) Siehe experimenteller Teil dieser Arbeit.
10) Abkiirzungen vgl. Einleitung zum experimentellen Teil.
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Chloroform-Butanol-(4 :1)/Wasser getrennt wurden. Neben 159 mg «-Antiarin wurden
97 mg Convallosid erhalten, das nach Schmelzpunkt, Drehung, Farbreaktionen und
Papierchromatogrammen bei direktem Vergleich mit dem «Bogorosid» von DOLDER
et al. identisch war. Die zweite, an Convallosid reichere Portion (1,654 g Gemisch)
lieferte in gleicher Weise noch 237 mg Convallosid.

3. Identifizierung von «Bogorosid» mit Convallosid 3. — Die direkte Identifizie-
rung von «Bogorosid» mit Convallosid aus Convallaria majalis [8] bereitete selbstver-
standlich keine Schwierigkeiten mehr, nachdem einmal der Verdacht erregt war,
«Bogorosid» kénne ausser Rhamnose [5] noch einen zweiten Zucker enthalten. Emeute
saure Hydrolyse [14] und Priifung des Zuckers im Papierchromatogramm (Toluol-
Butanol-(1:1)/Wasser) und Papierelektropherogramm [15] zeigten, dass Rhamnose
und Glucose im Verhidltnis von ca. 1:1 vorhanden waren. Das Massenspektrum
(Fig. 8, Anionenspektrum) deutete auf ein Genin mit der Summenformel Cy3Hz,05.
Weitergehetide Schlussfolgerungen sind sonst nicht eindeutig méglich. Zum Vergleich
wird auch das unter denselben Bedingungen aufgenommene Massenspektrum von
p-Antiarin (vgl. Fig. 9) wiedergegeben. Nach Hydrolyse von «Bogorosid» mit HCl in
Aceton nach MANNICH & SIEWERT [16] im MikromaBstab liessen sich im Papier-
chromatogramm Convallatoxin (5) und eine Spur Strophanthidin (8) nachweisen.
Convallatoxin entstand auch leicht und ohne Nebenprodukte beim Abbau von «Bogo-
rosid» mit Schneckenferment [17}. Bei der im MikromaBstab ausgefithrten Reduktion
von «Bogorosid» mit NaBH, entstand als einheitliches Produkt das bereits bekannte
al-Dihydroconvallosid (6) [21], das nach Hydrolyse mit HCl in Aceton neben viel An-
hydroprodukt auch merkliche Mengen Convallatoxol (9) und Strophanthidol (10) lie-
ferte, die im Papierchromatogramm eindeutig identifiziert werden konnten.

4. Biologische Priifung. — Herr Professor CHEN hatte die Freundlichkeit, Con-
vallosid (= «Bogorosid») aus Amntiaris toxicaria an der anisthesierten Katze bio-
logisch zu priifen (intravendse Infusion [22])11). Als geometrisches Mittel der letalen
Dosis fand er an 10 Tieren 0,1604 4+ 0,0125 mg/kg'?), wihrend er frither fiir das
Priparat aus Convallaria majalis einen Wert von 0,215 + 0,0132 mg/kg gefunden
hatte3). Obwohl die Priifungen an verschiedenen Orten und zu verschiedenen Zeiten
ausgefiihrt wurden, iibersteigt der Unterschied die Fehlergrenze. Die Ursache fiir
diesen Unterschied ist heute nicht mehr feststellbar. Der neue Wert ist als zuver-
lassiger zu betrachten.

5. Teilsynthese von Gluco-periplorhamnosid (7)), — Es gelang, Convallosid
(3)4) mit Propan-1,3-dithiol nach HaupTMANN [23] in der Modifikation von KAtz
[24] in das cyclische Mercaptal 4 tiberzufiihren, das vorgereinigt, aber nicht in Kri-
stallen erhalten wurde. Die Entschwefelung mit Raney-Nickel in Aceton [25]1F)

1) Wir danken Herrn Prof. K. K. CHEN, Indiana University, Indianapolis USA, auch hier be-
stens fiir die Ausfithrung dieser Priifungen.

12) Dieser Versuch wurde ausgefiihrt, bevor die Identitit von «Bogorosid» und Convallosid er-
kannt war,

13) In den Publikationen ist aus Versehen 215 mg/kg statt p/kg angegeben.

) Es wurde das aus Awtiaris foxicaria isolierte Priparat verwendet. Der Versuch wurde ur-
spriinglich unternommen, um die Struktur von «Bogorosid» abzuklaren. Das erhaltene Pri-
parat erwies sich aber als sehr niitzlich, um den Stoff 7 auch direkt aus den Milchsaftkonzen-
traten von Antiaris toxicavia zu isolieren und identifizieren.

15) Unter Kontrolle durch Diinnschichtchromatographie.
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lieferte rohes Gluco-periplorhamnosid (7), das nach chromatographischer Reinigung
kristallisierte.

Der Stoff 7 lieferte bei der Hydrolyse mit HCl in Aceton nur schlechte Ausbeuten
an Periplorhamnosid (11) und Periplogenin (12), die aber im Papierchromatogramm
eindeutig nachgewiesen werden konnten. Sehr glatt verlief die fermentative Spaltung
mit Schneckenenzym [17], wobei ausschliesslich Periplorhamnosid entstand. Schliess-
lich haben wir auch einen fermentativen Abbau nach StoLr, RENz & BRACK [26] mit
einem lebenden Penicillium-Stamm %) durchgefiihrt, der lingere Zeit auf r-Rhamnose
geziichtet worden war!?). Die Spaltung verlief recht langsam aber ohne merkliche
Nebenreaktionen und konnte daher nach Abtrennung der Spaltprodukte mit dem
jeweils regenerierten Ausgangsmaterial 7 mehrmals wiederholt werden. Durch Chro-
matographie liessen sich hierauf sowohl Periplorhamnosid (11) wie Periplogenin (12) in
Kiristallen isolieren.

6. Isolierung von Gluco-periplorhamnosid (7) aus dem Milchsaft von Antiaris
toxicaria. — Mit Hilfe des teilsynthetisch bereiteten Glykosids 7 war es mdéglich,
einige von JUSLEN ef al. [5] verbliebene Konzentrate auf die Anwesenheit dieses
Stoffes zu priifen. Eines dieser Gemische (547 mg)17?) zeigte den entsprechenden Fleck
(vgl. Fig. 3) neben 5 weiteren. Durch Verteilungschromatographie (vgl. exp. Teil,
Tabelle 4) konnten 52 mg einheitliches Gluco-periplorhamnosid abgetrennt werden,
woraus wir 45 mg Kristalle erhielten, die mit dem teilsynthetischeén Material identisch
waren. Substanz 7 zeigte ferner im Papierchromatogramm, System Toluol-Butanol-
(2:1)/Wasser, dhnliche Laufstrecken wie die von JUSLEN beschriebene Substanz g.

7. Diskussion der Resultate. — Schon JUSLEN ef al. fanden, dass der Milchsaft
von Awntiaris toxicaria Cardenolide fiihrt, die D-Glucose enthalten. Es wurden jedoch
bisher keine Disaccharidderivate festgestellt. Die zwei hier besprochenen Beispiele 3
und 7 zeigen, dass solche im Milchsaft enthalten sind. Es ist zu vermuten, dass noch
andere anwesend sind und dass ein Teil der hochpolaren, nicht rein isolierten, aber im
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Fig. 6. IR.-Absorptionsspektrum von Convallosid (« Bogorosid»)
(3), Priaparat RB 1, isoliert aus Antiaris toxicaria, 1,03 mg fest in ca. 300 mg KBr!8)

16) Wir danken den Herren Dr. J. Renz und Dr. A. Brack, Sanpoz A.G. Basel, auch hier bestens
fiir die Uberlassung einer Kulturprobe. Es handelt sich um einen Penicillium-spec.-Stamm
Nr. 889/R (asymetrica divavicata).

17) IV, Verteilung, Fraktionen 88-91 und 92-104 von JusLEN ([5], p. 139).

18) Aufgenommen von den Herren CH. SENN & Dr. U. HEmpricH auf cinem PERKIN-ELMER-
Gitter-IR.-Spektrophotometer, Modell 125.
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Papierchromatogramm nachgewiesenen Glykoside, solche Stoffe sind. Die friihere
Annahme, dass in Antiaris toxicaria hoher hydroxylierte Genine vorkommen, ist dem-
nach unwahrscheinlich geworden.
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(7). Obere Kurve: Prip. RB 7, isoliert aus Antiaris toxicaria, 1,4 mg fest in ca. 300 mg KBr.
Untere Kurve: Prip. RB 6, bereitct durch Teilsynthese aus Convallosid (3), 1,3 mg fest in KBr18)
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Tig. 8. Massenspektrum von « Bogovosid» = Convallosid, Anionenspektrum'®), Methodik vgl. [27]
CysH; 5005, M = 712, Tv = 280°, tg = 40 s

Versuchsweise Zuordnung: 548 = (CyH,0,,) Convallatoxin —2 = M*—-1, 530 = M*-1
~H,0, 512 = M*—-1-2H,0, 502 = M*—1—H,0-CO, 486 — M*—1—-H,0-C,H,O aus Spal-
tung der Zuckerkette zwischen C(4)-C(5), 403 = Strophanthidin —1, 385 = Strophanthidin
—1-H,0, 368 = Strophanthidin —1-H,0- OH~.

Zwei weitere Spektren wurden bei den Verdampfungstemperaturen 230° und 310° aufgenom-
men. Sie sind aber vom ersten Spektrum zum Teil recht verschieden, so dass eine weitergehende
Deutung unmoglich ist. Bei 310° tritt ein durchgehendes Linienspektrum auf, dessen Intensitats-
maximum zwischen 300 und 550 liegt. Es sind zu erkennen Masse 712 = Bogorosid, 694 = Bogo-

rosid —H,0, 676 = Bogorosid —2 H,0. Bei 230° sind die gefundenen Werte oft um 8 mfe zu
niedrig.

9) Wir danken den Herren Prof. M. v. ARDENNE und Dr. R. TUMMLER auch hier bestens fiir die
Aufnahme und Interpretation dieser Spektren,
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Tig. 9. Massenspektrum von S-Antiavin, Anionenspektvuml®), Methodik vgl. [27]
CoeH o0y M = 566, Tv = 250°, ig = 30 s
Versuchsweise Zuordnung: 566 = M, 548 = M —H,0, 530 == M -2 H,0, 512 = M -3 H,0,
504 = M-H,0-C,H,0O (Spaltg. der Zuckerkette zwischen C(4)-C(5), 486 = 530-C,H,0, 468 =
504—2 H,0, 450 = 504—3 H,0, 432 = 504—4 H,0, 419 = Antiarigenin —1 = M*-1, 402 =
M*-H,0, 384 = M*—-2 H,0, 366 = M*—3 H,O.

Die Spitzen zwischen 650 und 576 konnten von Verunreinigungen stammen. Sie treten bei
niedrigeren Verdampfungstemperaturen nicht mehr auf.

Experimenteller Teil

8. Allgemeine Angaben. — Es werden folgende Abkiirzungen beniitzt: AcOH = Eisessig,
Ae = Diithylather, Alk = Athanol, An = Aceton, Be = Benzol, Bu = #-Butanol, Chf = Chlo-
roform, Eg = Athylacetat, Fmd = Formamid, Fr= Fraktion, Me = Methanol, MeCl, = Methy-
lenchlorid, Mek = Methyldthylketon, Ml = eingedampfte Mutterlauge, Pe = Petroldther, Pchr =
Papierchromatogramm (und Papierchromatographie), iPr = Isopropanol, Thf = Tetrahydro-
furan, To = Toluol, W = Wasser.

Die Schmelzpunkie wurden auf dem KorLER-Block bestimmt und sind korrigiert, Fehlergrenze
in beniitzter Ausfithrungsform bis 200° + 2°, dariiber + 3°. Substanzproben zur Drehung wurden
1 Std. bei 0,01 Torr und 60° getrocknet; fiir die Spektren wurden sie bis zur Gewichtskonstanz bei
ca. 740 Torr und 20° iiber CaCl, getrocknet. Zur Adsorptionschromatographie diente Kieselgel
MEeRrck, Korngrésse 0,05-0,2 mm, zur Déinnschichtchromatographie Kieselgel G Murck. Ubliche
Aufarbeitung bedeutet: Einengen im Vakuum, Versetzen mit Wasser, Ausschiitteln mit angege-
benem Losungsmittel, evtl. Waschen der Ausziige mit 25 HCI, 25 Na,CO4 und Wasser, Trocknen
iiber Na,SO, und Eindampfen im Vakuum. Die Mikrohydrolyse nach MANNICH & SIEWERT [16]
wurde wie frither bei WEIss ef al. [28] beschrieben, ausgefiihrt.

9. Isolierung von Convallosid aus dem Milchsaft von Antiaris toxicaria. - 4,78 g
Glykosidgemisch aus Chf-Alk-(2:1)-Extrakten von JUSLEN e al. [5]%), die nach Pchr (Vergleich
mit ¢«Bogorosid») Convallosid enthielten, und 6,5 g analoges Material aus einem Chf-Alk-(3:2)-
Extrakt von DOLDER e¢f al. (4] wurden vereinigt (11,28 g) der Verteilungschromatographie unter-
worfen.

Verteilungschromatographie Nv. 1. Hierzu diente die Sidule Nr. 4 [29], gefiillt mit 3 kg Kiesel-
gur-Wasser-(1:1) in reinem Butanol. Uber das Resultat orientiert Tabelle 1.

Die Buchstabenbezeichnungen entsprechen weder derjenigen von DoLbER noch derjenigen
von JusLEN. Zur Bedeutung siehe Seite 2471.

Die Fr 4-5 gaben aus Me-Ae 854 mg krist. a-Antiarin (F), Smp. 212-217°. Das Material von
Fr 6-9 diente zur

Verteilungschvomatographie Nv. 2. Es wurde dieselbe Fiillung verwendet wie fiir Vert. 1, aber
als Fliessmittel Be-Bu-(1:2), wodurch die Laufgeschw. verzégert wurde. Ergebnis vgl. Tabelle 2.
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Tabelle 1.

- No. 286
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Verteilungschromatographie von 11,28 g Glykosidgemisch

Eindampfriickstand
Fr-Nr. Eluiermittel Mengein KEDDE-Reaktion Weitere Verarbeitung
500 ml/Fr mg bzw. Fleck im Pchr 20)
1-2 Bu 47 — nicht untersucht
3 Bu 489 A,B,C,D,E, (F), (G) nicht getrennt
4-5 Bu 2718 F, (G) 854 mg krist. ¥, Ml nicht getrennt
6-9 Bu 5669 (F), G, H, (I) Zur Verteilung 2
10-17 Bu 1841 I,]J,K, L nicht getrennt
Total 10764
Tabelle 2. Verteilungschromatographie von 5,67 g Fr 6-9 von Tabelle 7
Eindampfriickstand
Fr-Nr. Eluiermitte] Menge in  KEDDE-Reaktion Weitere Verarbeitung
500 ml/Fr mg bzw. Fleck im Pchr20)
14 Be-Bu-(1:2) 46 — — .
5 Be-Bu-(1:2) 499 F, (G) gab 183 mg krist. F, Ml zu Vert. 3
6 Be-Bu-(1:2) 2550 (F) (F), G, (H) gab 1624 krist. G
7 Be-Bu-(1:2) 1706 G, (H) M1 zu Vert. 3
8-13 Be-Bu-(1:2) 814 G, I nicht getrennt
Total 5615

Die Fr 5 gab aus Me-Ae 183 mg krist. a-Antiarin (F), Smp. 211-217°, die M1 (284 mg) diente
zur Vert. 3. Die Fr 6-7 gaben aus Me—Ae insgesamt 1624 mg krist. f-Antiarin (G), Smp. 217-224°,

die Ml (2594 mg) dienten zur Vert. 3.

Verteilungschromatographie Nv. 3. Dazu diente Sdule Nr. 3, gefiillt mit 1400 g Kieselgur-
Wagser-(1:1) in Chf-Bu-(4:1); vgl. Tabelle 3.

Tabelle 3. Verteilungschromatographie von 2,878 g Ml der Fr 5-7 von Tabelle 2

Eindampiriickstand

Fr-Nr. Eluiermittel Menge in Fleck im Pchr20) Weitere Verarbeitung
250 ml/Fr mg

1-14 Chif-Bu-(4:1) 110 F, (F") nicht getrennt
15-22 Chf-Bu-(3:1) 89 (F), F” nicht getrennt
23-26 Chf-Bu-(3:1) 137 (F"), F nicht getrennt
27-29 Chf-Bu-(2:1) 167 (F),. H 97 mg krist. H, Ml zu Vert. 4
30-31 Chi-Bu-(2:1) 312 F 159 mg krist. F
3240 Chf-Bu-(2:1) 1303 F, (G) nicht getrennt
41-54 Chf-Bu-(2:1) 743 G, G nicht getrennt
Total 2861

Dic Fr 27-29 gaben aus Me-Ae 97 mg rcines Convallosid (H) (3), Smp. 195-196°. Dic Ml diente
in Verteilung 4. Die Fr 30-31 gaben aus Me-Ae 159 mg reines «-Antiarin (F), Smp. 212-217°.

Verteilungschromatographie Ny. 4-6. 1,654 g Glykosidgemisch aus einigen Fr der Verteilungs-
chromatographie C von DoLDER [4]%) wurden mit den 70 mg Ml der Fr 27-29 von Tabelle 3 ver-

20) In Klammern schwache Flecke.
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einigt und dhnlich wie oben an Kieselgur-Wasser auf ciner ersten Siule mit Chf-Bu-(2:1), auf
einer zweiten Sdule mit Chf-Bu-(4:1) getrennt. Es konnten so noch 237 mg krist. Convallosid (H)
gewonnen werden.

10. Convallosid («Bogorosid») (3) aus Antiaris toxicaria. — Aus Bu-W kleine farblose
Wiirfel, Smp. 241-244°, aus Me-Ae farblose Nadeln, Smp. 195,5-197°, [a]%’ = —54° 4 2°,
(¢ = 0,93 in Me-W-(1:1)). Im IR.-Spektrum (Fig. 6) ist die CO-Bande bei 1708 cm~! wegen der
Aldehydgruppe trotz den zwei vorhandenen Zuckern etwas intensiver als die stirkste CO-R-Bande
bei 1025 cm™!. Anionen-Massenspektrum vgl. Fig. 8. Das Priparat war nach Pchr in drei Syste-
men (Fig. 1 und 2 sowie Chf-iPr-(4:1)/W) identisch mit dem Originalpriaparat von «Bogorosid»
von DOLDER ef al. [4] und ebenso mit authentischem Convallosid aus Samen von Convallaria
majalis [8]. Auch die Farbreaktionen mit konz. H,SO, waren gleich und entsprachen den Anga-
ben von DOLDER.

Nachweis der Zucker. 1,5 mg Convallosid (3) aus Antiaris toxicaria wurden mit 0,5 ml Kiriani-
Mischung [14] 1 Std. auf 100° erhitzt. Anschliessend wurde im Vakuum iiber KOH eingedunstet,
in 0,5 ml W aufgenommen und drcimal mit Chf ausgeschiittelt (Ausziige verworfen). Die wisscrige
Phase wurde im Vakuum iiber KOH eingedunstet. Der Riickstand wurde im Pchr (To-Bu-(1:2)/W)
und im Elektropherogramm [15] im Boratpuffer vom pH = 10,3 bei 55 mA und 800 V gepriift.
Es liessen sich Rhamnose und Glucose eindcutig nachweisen. Auf Grund der Stirke der Flecke
war das Verhiltnis ca. 1:1. Sichtbarmachung mit Anilinium-hydrogenphtalat [30].

MannIcH-Spaltung [16]. 3 mg Convallosid (3} aus Antiaris toxicaria wurden in 0,3 ml An, das
1%, konz. HC1 enthielt, gelost. Nach 8 Tagen konnte im Pchr in den Systemen Chf-iPr-(4:1)/W
und Mek-To-(4:1)/W neben anderen Stoffen eindeutig Convallatoxin (5) sowie in Spuren Stro-
phanthidin (8) nachgewiesen werden.

Abbaw mit Schneckenferment. 1 mg Convallosid aus Antiaris foxicavia in 0,3 ml Wasser wurde
mit 2,5 mg Schneckenferment-Trockenpraparat [17] und einer Spur To versetzt und unter CO,
bei 35° stehengelassen. Nach 4 Tagen war im Pchr Convallatoxin (5) sehr stark und als einziges
Produkt nachweisbar.

11. al-Dihydroconvallosid (6) und anschliessende Hydrolyse. — 5 mg Convallosid aus
Antiaris toxicaria wurden in 0,5 ml 80-proz. Alk gel6st, mit 1 mg NaBH, versetzt und 24 Std. stehen-
gelassen. Es wurde mit H,SO, auf pH 3 gebracht, mit festem Na,SO, versetzt, mit Chf-Alk-(3:2)
ausgeschiittelt und im Vakuum eingedampft. Der Riickstand (4,3 mg) gab im Pchr nur einen
Fleck und war nur im System Chf-iPr-(4:1)/W von H zu unterscheiden (lief wenig langsamer als
dieses). Er wurde wie oben nach MANNICH gespalten. Nach 15 Tagen erhielten wir nach iiblicher
Aufarbeitung mit Chf-Alk-(3:2) 2,5 mg neutrales Rohprodukt. Im Pchr (vgl. Fig. 4), Systeme
Mek-To-(1:2)/W und Chf-iPr-(4:1)/W, zeigte dieses neben anderen die Flecke von Convallatoxol
(9) und Strophanthidol (10) sehr deutlich.

12. Gluce-periplorhamnosid (7) (= Desoxoconvallosid) aus Convallosid. — 59 mg
Convallosid aus A#ntiaris toxicaria wurden in 0,4 ml 1, 3-Propandithiol geldst, mit 6 ml Me, das
0,5%, trockenes HCl-Gas enthiclt, vermischt und bei 20° stehengelassen. Die Reaktion konnte
pchr im System von Fig. 5 verfolgt werden. Nach 24 Std. war das Ausgangsmaterial verschwun-
den. Hierauf wurde mit wisseriger Sodalésung versetzt (bis zur knapp alkalischen Reaktion),
das Me im Vakuum entfernt, und die wisserige Phase zuerst mit Ae dann mit Chf-Alk-(3-2) aus-
geschiittelt. Der Ae-Auszug enthielt ausschliesslich 1,3-Propandithiol und wurde weggeworfen.
Der Chf-Alk-Extrakt enthielt das Mercaptal (4) (Fleck T in Fig. 5) neben wenig Anhydroprodukt.
Dieses Rohprodukt wurde in 6 ml An, das 5% W enthielt, gelést und mit der 10-20fachen Menge
feuchtem RaNEY-Nickel W5 [25]. geschiittelt. Die Reaktion wurde durch Diinnschichtchromato-
graphie im System Chf-Me-(75:25) verfolgt. Nachdem. der Fleck des Mercaptals 4 fast verschwun-
den war (was ca. 3—4 Std. bendtigte) wurde durch wenig gewaschenes Kieselgur (Celite) filtriert
und mehrmals mit Me gewaschen. Wir erhielten 42 mg Rohprodukt. In einem zweiten Versuch mit
92 mg Convallosid wurden 46 mg eines gleichen Rohproduktes erhalten. Das vereinigte Matcrial,
88 mg, wurde durch Verteilungschromatographie an Kieselgur-Wasser-(1:1) im System Chf-iPr-
(4:1) getrennt. Es wurden 65 mg einheitliches Gluco-periplorhamnosid (7) erhalten. Aus Me-W
59 mg farblose Plittchen vom Smp. 202-204°, aus Me-Ae farblose Prismen vom Smp. 195-197°,
() = —1,6° + 2° (¢ = 0,964 in Me). Im IR.-Spektrum (Fig. 7) ist hier crwartungsgemiss die
starkste C-O-R-Bande bei 1024 cm™! deutlich intensiver als die CO-Bande des Butenolidringes
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bei 1725 cm1. Farbreaktion mit konz. H,SO,: orange (1”-2"), orangebraun (5-30‘), braungelb
(2 Std.), braun (4 Std.) und violett (24 Std.).

Nachweis dev Zucker. 1 mg Gluco-periplorhamnosid (7) wurde, wie bei Convallosid beschrieben,
mit 0,3 ml KirianNi-Mischung hydrolysiert. Auch hier konnten im Pchr und im Elektrophero-
gramm Rhamnose und Glucose im ungefihren Verhiltnis 1:1 nachgewiesen werden.

MANNICH-Spaltung. 0,5 mg Gluco-periplorhamnosid (7) wurde in 0,3 ml einer Lésung von
An-W-konz. HCI-(94:5:1) stehengelassen. Nach 21 Tagen konnten in Pchr Periplorhamnosid (11)
und Periplogenin (12) in geringen Mengen nachgewiesen werden.

Enzymatischey Abbau mit lebendem Pilzstamm 889/R Penicilium spec. (Gruppe Asymetrica
divaricata). Es wurde die folgende Néhrlosung verwendet: 1,3 g KH,PO,, 0,7 g Na,HPO,, 0,6 g
MgSO0, 7 H,0, 0,0287 mg ZnSO,, 7 H,0, 5 g Pepton?!) und 20 g L-Rhamnose, geldst zu 1000 ml.

100 ml fassende ERLENMEYER-Kolben wurden mit 15 ml N&hrlésung unter Watteverschluss
im Autoklaven 30 Min. bei 110° sterilisiert. Hierauf wurden Mycel und Sporen mit einer Impf-
spritze aufgeimpft und anschliessend 1 Woche am Licht bei 26° inkubiert. Danach hatte sich eine
geschlossene Myceldecke gebildet und die Ldsung hatte einen pH-Wert von 7. Jeder Kultur
wurden hierauf 20 mg Gluco-periplorhamnosid (7) in wenig W geldst zugegeben und 1 Woche
unter gleichen Bedingungen weitergeziichtet. Hierauf wurde filtriert, die Myceldecke zerkleinert
und mehrmals mit Me kalt extrahicrt. Wiasserige Phase und Me-Extrakt wurden im Vakuum ein-
gedampft, der gelbe Riickstand in wenig W geldst und mit Chf sowie Chi-Alk-(3:2) ausgeschiittelt.
Die mit wenig Wasser und KHCO,-Losung gewaschenen und iiber Na,SO, getrockneten Extrakte
wurden eingedampft und der Riickstand in Pchr gepriift. Der Chf-Extrakt enthielt Periplo-
rhamnosid (11) und Periplogenin (12), der Chf-Alk-(3:2)-Extrakt nur Ausgangsmaterial (7) (ca.
809%). Die Reaktion wurde mit dem regenerierten rohen Ausgangsmaterial 5mal wiederholt. Aus
total 100 mg 7 erhielten wir 69 mg Chf-Extrakt, der an 75 g SiO, nach Duncan [31] im System
Chf-Me-(9:1) getrennt wurde. Wir erhielten 12 mg Periplogenin (12), Smp. 227-230° aus Me-Ae
(identifiziert nach Pchr und Farbreaktionen mit H,SO,), sowie 52 mg Periplorhamnosid (11), aus
Me-Ae 31 mg kleine farblose Plattchen vom Doppel-Smp. 173-175/201-221°, [0]¥ = —19,7° 4 2°
(¢ = 0,965 in Me), Zﬁlg‘x = 217 nm (log ¢ = 4,18), nach Pchr und IR.-Spektrum sowie Pchr der
Spaltstiicke identisch mit authentischem Material.

Enzymatischer Abbaw mit Schneckenferment. 1,5 mg Gluco-periplorhamnosid (7) wurden in
0,3 ml Wasser gelost, mit 1,8 mg Schneckenferment-Trockenpriparat [17] und einer Spur To
versetzt und 3 Tage bei 35° stehengelassen. Nach Aufarbeitung konnte bei Kontrolle im Pchr
wie oben ausschliesslich Periplorhamnosid (11) nachgewiesen werden.

13, Isolierung von Gluco-periplorhamnosid (7) aus Antiaris toxicaria.-Hierzu dienten
547 mg Glykosidgemisch aus Verteilungschromatographie IV von JUSLEN ef al. [5] (Fr 88-91
und 92-104), das im Pchr neben dem Fleck W (entsprechend 7) noch 4 andere Flecke zeigte, die

Tabelle 4. Verteilungschromatographie von 547 mg Glykosidgemisch aus Vert. V von JUSLEN an
680 g Cellulose-W-(2:1)

Eindampfriickstinde
Fr.-Nr. Eluiermittel Menge in KEDDE-Reaktion Weitere Verarbeitung
mg bzw. Fleck im Pchr
1-164 Chf-iPr-(18:1) 74 — —
165-182 Chf-iPr-( 9:1) 89 v nicht untersucht
183-202 Chf-iP1-{ 9:1) 29 V, (W), (W) nicht getrennt
203-224 Chf-iPr-( 9:1) 52 W 45 mg krist. Endprodukt
225-262 Chf-iPr-( 9:1) 26 W, X, (Y) nicht getrennt
263-282 Chi-iPr-( 9:1) 40 X, (Y nicht getrennt
283-318 Chf-iPr-( 9:1) 113 Y nicht untersucht
319-370 Chf-iPr-( 9:1) 75 Y, Z nicht getrennt
Total 508

21) Bacto-Pepton «Dirco», Dirco LaB., Detroit USA.
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den Stoffen , §, o, M von JusLEN entsprechen. Es wurde durch eine Verteilungschromatographie
an einer Sdule von 680 g Cellulose-W-(2:1) getrennt, wobei Chf-iPr-Gemische als Fliessmittel
dienten. Uber das Ergebnis orientiert Tabelle 4.

Die Ir 203-224 gaben aus Me-Ae 45 mg krist. Gluco-periplorhamnosid (7) in farblosen, zu
Drusen vereinigten Prismen, Smp. 191-196°, nach Mischprobe, Farbreaktion mit konz. H,SO,,
Pchr (Systeme von Fig. 2 und Fig. 5) und 1R.-Spektrum (Fig. 7) identisch mit dem oben be-
schriebenen, aus Convallosid bereiteten Priparat.

Der eine von uns (R. B.) méchte auch hier dem STIPENDIENFONDS ZUR UNTERSTUTZUNG VON
DOKTORANDEN AUF DEM GEBIETE DER CHEMIE fiir ein Stipendium bestens danken. Ferner dan-
ken wir demm SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS ZUR FORDERUNG DER WISSENSCHAFTLICHEN
T'orscHUNG fiir einen Beitrag an die Kosten dieser Arbeit, sowie Herrn Dr. W, StGckLIN fiir
seine Hilfe bei der Abfassung des Manuskripts.

SUMMARY

Bogoroside, a hitherto unidentified glycoside from Antiaris toxicaria LESCH, is
shown to be identical with convalloside. Reduction of the aldehyde group in convallo-

side to the methyl group yielded gluco-periplorhamnoside, which could also be
isolated from the sap of Antiaris toxicaria.

Institut fiir organische Chemie der Universitit Basel
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287. Uber die optische Reinheit und die Chiralitit
der enantiomeren a-2H;-Benzylamine

von H. Gerlach
(7. X. 66)

Bei Verbindungen, die ihre Chiralitit einer dissymmetrischen Substitution durch
Deuterium verdanken, treten bei der Bestimmung der optischen Reinheit besondere
Schwierigkeiten auf. Fast alle der in Frage kommenden Methoden?) verlangen ecine
Trennung der Enantiomeren mit Hilfe von diastereoisomeren Derivaten, Reaktionen
oder Wechselwirkungen [2]. Sie sind darum zur Bestimmung der Zusammensetzung
eines Enantiomerengemisches, wie es z.B. im «-2H,-Benzylamin vorliegt, nicht ge-
eignet. Kombiniert man hier nimlich die beiden Enantiomeren mit einer chiral ein-
heitlichen Hilfsverbindung, so ergeben sich zwar auch zwei diastereoisomere Derivate;
diese unterscheiden sich aber in ihren skalaren Eigenschaften derart geringfiigig, dass
eine physikalische Trennung praktisch unméglich erscheint. Die NMR.-Spektroskopie
dagegen erlaubt es in besonders giinstigen Féllen, ein Gemisch solcher Diastereoiso-
merer ohne vorhergehende Trennung zu analysieren.

Im Benzylamin selbst ergeben die a-Wasserstoffatome keine separierbaren NMR .-
Signale, da sie sich in einer spiegelbildlich gleichen Lage befinden («enantiotope Pro-
tonen»2)). Wird das Benzylamin dagegen mit einem chiralen Reagens in ein geeignetes
Derivat iibergefiihrt, so befinden sich die beiden Protonen der Methylengruppe in ver-
schicdener Umgebung («diastereotope Protonen»?2)) und kénnen getrennte NMR.-
Signale ergeben?®). Bekanntlich absorbieren Deuteronen und Protonen bei gleicher
Magnetfeldstirke in ganz verschiedenen Frequenzbereichen. Darum ist es méglich,
durch Integration der Protonensignale zu bestimmen, in welchem Ausmass die beiden
a-Wasserstoffatome der Benzylgruppe durch Deuterium ersetzt sind. Da die beiden

1) Eine direkte chemische Umformung in cine Verbindung mit bekannter optischer Reinheit kam
nicht in I'rage, da solche Verbindungen bis jetzt noch nicht existieren. Bei der enzymatischen
Analyse z. B. mit einer Aminoxydase [1] miisste die absolute Stercospezifitit des Enzyms
zuerst nachgewiesen werden.

2) Diese Bezeichnungsweise wird von Prof. K. MisLow, Princeton University, vorgeschlagen [3].

%) Fir eine eingehende Diskussion dieses Phanomens, das allgemein bei diastereotopen Protonen
auftritt, sei auf die Arbeiten von RaBaN [4], GuTowsky [5], sowic ROBERTS und Mitarbcitern
[6] hingewiesen. ‘
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