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becoming available for surface bromine ion trapping, a sudden decrease of the
development current is observed.

In the absence of colloidal silver, a sudden increase of the current occurs at the
moment of the exposure, due to the fact that the AgBr crystal becomes an electronic

ductor during the flash.
concuctor cuting the 1as Laboratoire de Chimie Physique

Université de Neuchitel
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24, Die Cardenolide der Samen von Strophanthus gratus
(WALL. et HOOK.) FRANCH. 2. Mitteilung ') ?)
Glykoside und Aglykone, 284. Mitteilung?3)
von U.P.,Geiger, Ek. Weiss und T.Reichstein
(2. X1I. 66)

Die Samen von Strophanthus gratus (WALL. e¢f HooK.) FRANCH. enthalten reich-
liche Mengen von Ouabain als Hauptglykosid, daneben eine ganze Anzahl weiterer
Cardenolide in kleinen Mengen. Eine erste orientierende Priifung ist kiirzlich publi-
ziert worden [1], weitere noch unpublizierte Untersuchungen erfolgten von ABiscH

et al. [3)%). Wir beschreiben hier eine genauere Analyse besonders der hochpolaren
Glykoside.

Tabelle 18). Ausbeuten an yohen Extrakien aus 680 g Samen von Strophanthus gratus

Art des Menge KEDDE- Flecke im PC Weitere

Extraktes _— Reaktion Verarbeitung
ing in % (419

Pe 228,5 33,61 — — nicht unters.

Chf 4,54 0,67 + A, B, C, D (E) (F) (G) nicht getrennt

Chf-Alk-(2:1) 21,17 3,11 ++ + G H) (NN (K)(L)M, P, R Verteilungschr.

Chi-Alk-(3:2) 46,63 6,86 +++ (K) M, P, R Krist.

) Erste Mitteilung vgl. Horst H. JAGER ef al. [1].

2) Auszug aus Diss. UrRs PETER GEIGER, Basel 1966.

} 283. Mitteilung, vgl. R. BRANDT ¢f al. [2].

) Wir danken Frau Dr. E. AsiscH und Herrn Dr. E. ANGLIKER, Entwicklungslaboratorien der
SANDOZ AG., auch hier bestens fur die Mitteilung einiger ihrer Resultate vor deren Publikation.
5) Abkiirzungen fiir Losungsmittel etc. vgl. Einleitung zum Exper. Teil.

8 Alle Butenolide geben mit diesem Reagens eine violette Firbung. Empindlichkeit bei direkter
Tiipfelprobe auf Papier ca. 0,001 mg, im PC ca. 0,01 mg.
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Beschaffung des Ausgangsmaterials. Die zur Untersuchung verwendeten Samen
(2 kg, Zeichen 32/Dr. EA/LS/20.11.1963) erhielten wir im November 1963 von der
Firma Sanpoz AG, Basel?). Es handelte sich um Handelsware einer Ernte vom Friih-
jahr 1959. Da bei Samen von S. gratus zum Unterschied von andern Strophanthus-
Arten Verfilschungen relativ leicht festzustellen sind und das erhaltene Material einen
durchaus homogenen Eindruck machte, glauben wir, dass es sich um wirklich reine
Ware gehandelt hat.

Extraktion und Vortrennung der Extrakte. 680 g der oben genannten Samen wurden
genau wie bei der ersten Untersuchung [1] behandelt und gaben die in Tabelle 1
genannten Ausbeuten an rohen Extrakten.

Beim Einengen des Chf-Alk-(3:2)-Extraktes kristallisierte ein Teil des Ouabains
(= R) aus; total konnten aus diesem Extrakt 26,37 g reines Ouabain abgetrennt wer-
den. Die verbleibende Mutterlauge (ca. 20 g) wurde nur im Papierchromatogramm
(PC) untersucht.

Kontrolle durch Paprerchromatographie. Fir die Kontrolle war Diinnschichtchro-
matographie nur in einzelnen Fillen brauchbar. Sehr geeignet war Papierchromato-
graphie (PC). Mit Hilfe der in Tabelle 2 genannten Systeme liessen sich in den Samen
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Fig. 1. Schematische Darstellung dev Trennung von Gruppe 10 (9,95 g) durch Verteilungschrvomato-
graphie [16]
Ruhende Phase war 1,5 kg Wasser an 1,5 kg Kieselgur. Die Buchstaben bezeichnen die papier-
chromatographisch ermittelte Zusammensetzung. Der Pfeil beim Fliessmittel bezeichnet einen
stetigen Ubergang von Be-Bu-(1:1) zu Bu

?) Wir danken den Herren Dr. J. Renz und Dr. E. ANGLIKER auch hier bestens firr diese sehr
schdne Samenprobe.
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Fig. 2. Schematische Davrsiellung der Trennung dev zusammengefassten Gruppen 171-13 (10,6 g)%)
duvch Verteilungschvomatogvaphie analog [16)

Ruhende Phase war 520 g Wasser an 1550 g gereinigter Cellulose [17]
Bezeichnungen wie bei Fig. 1.

insgesamt 27 KEDDE-positive Stoffe nachweisen, die wir zunéchst mit den folgenden
Buchstaben bezeichneten: A, B, C, D, E, ¢, F, y, G, H1, H2, J1, J2, J3, K1, K2, L,
A, M, 01,02, 03, P, 1, 72, Q und R. Der Nachweis gelingt teilweise erst nach pripa-
rativer Vortrennung. Ausserdem wurde G als Gemisch erkannt, das nach Acetylierung
ein Gemisch von 4 Acetylderivaten (identisch mit den Flecken ¢,’, &,’, E” und E” von
JAGER ¢t al. [1]) lieferte. Ebenso wurde die Verschiedenheit von O1 und O2 erst nach
Acetylierung erkannt. Es waren somit total mindestens 30 Cardenolide anwesend.
Nur 9 der nachgewiesenen Stoffe konnten mit bekannten Cardegoliden identifiziert
werden (vgl. Tabelle 2 und 4). Tabelle 2 gibt als Charakterisierung die relativen Lauf-
strecken in Papierchromatogrammen in den 5 verwendeten Systemen. In dieser
Tabelle sind zum Vergleich auch 11 verwandte Cardenolide eingesetzt, die wir in
unseren Samen nicht nachweisen konnten; dazu gehért auch die Substanz n von
JAGER et al. [1] (Priap. HoJ-4).

Priparative Trennungen. Eine Isolierung aller 30 nachgewiesenen Stoffe konnte
selbstverstdndlich nicht angestrebt werden. Da uns vor allem die relativ hochpolaren
Komponenten interessierten, wurde eine priparative Trennung nur mit dem Chf-Alk-
(2:1)-Extrakt durchgefiithrt. Der Chf-Alk-(3:2)-Extrakt, in dem die stdrkst polaren
Komponenten besonders angereichert waren, enthielt ndmlich (vgl. Tabelle 1) fast
nur die drei Stoffe M, P und R, die bereits aus dem genannten Chf-Alk-(2:1)-Extrakt
in Kristallen isoliert und aufgekldrt werden konnten (siehe unten). Fiir diese Unter-
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suchung wurde der gesamte Chf-Alk-(2:1)-Extrakt (21,17 g) zunichst durch Chroma-
tographie an 1 kg SiO, grob in 6 Gruppen (Nr. 8-13) aufgetrennt, vgl. Tabelle 3.

Tabelle 3. Vortrennung des Chf-Altk-(2:1)-Extraktes (21,17 g) an 1 kg Si0,

Gruppe Fraktions- Fliessmittel Menge KEDDE- Flecke im PC
Nr. in mg Reaktion
8 1-10 Chf-Me-(19:1)—(4:1) 314 — —
9 11-14 Chf-Me-(3:2) 1222 + e, GGH M
10 15-18 Chf-Me-(3:2) 9953 ++ + G,HMPR
11 16-26 Chf-Me-(3:2)-(3:7 8926 ++ + HDE OLMPR
129 27-32 Chf-Me-(1:4)—(1:9 1156 ++ + L.,M,P, R
138 3343 Chf-Me-(1:9)- Mc 640 + 4+ + L, PR

Die Gruppen 8 und 9 wurden nicht weiter aufgeteilt. Die stirker polaren Anteile
(Gruppen 10-13) wurden durch zwei Verteilungschromatographien weiter getrennt.
Ihr Verlauf ist in den Figuren 1 und 2 dargestellt. Wie in fritheren Fillen [15] wurde
auch hier in allen Fraktionen ein oliger Begleitstoff erhalten, den wir nach Sdp. und
IR.-Spektrum mit Phtalsiure-dibutylester identifizieren konnten. Die Ursache fiir
sein Auftreten konnte noch nicht abgeklirt werden. Der Ester wurde durch Chro-
matographie der einzelnen Fraktionsgruppen an SiO, entfernt, wobei er bereits mit
Chloroform eluiert wurde. Die Verteilungschromatographien lieferten, wie aus den
Fig. 1 und 2 ersichtlich, teilweise bereits reine Cardenolide und teilweise Gemische von
2-3 (selten 4) Komponenten. Einige solcher Gemische wurden durch Chromatographie
an Si0, noch weiter aufgetrennt. Von den 30 nachgewiesenen Stoffen konnten bisher
nur drei (M, P und R) direkt in reinen Kristallen isoliert und mit bekannten Stoffen
identifiziert werden (vgl. Tabelle 4).

Bei den Stoffen y und A konnten erst ihre O-Acetyl-Derivate in krist. Form gewon-
nen werden, wobei sich O-Acetyl-y mit dem bekannten Tri-O-acetyl-sarmentosid E
[6] als identisch erwies, wihrend A bzw. O-Acetyl-A einen neuen Stoff darstellt, der als
Zucker Rhamnose enthilt. Die Substanz #1 war nur in kleiner Menge anwesend. Sie
wurde als amorphes Konzentrat erhalten, das nach PC einheitlich war und in drei
Systemen gleiche Laufstrecke aufwies wie Gratosid [3]. Die grosste Anzahl der nur in
kleiner Menge vorhandenen Stoffe lag in Gemischen vor und wurde nur durch ihr
Verhalten im PC charakterisiert (Tabelle 2). Dabei wurde noch D mit Sarnovid [5]
und H1 mit Sarmentosid A [6] identifiziert. Die im PC praktisch gleich laufenden
Subst. O1 und O2 wurden erst nach Acetylierung als Sarhamnolosid [6b,c] (= 01)
bzw. als Subst. 4, (Prip. HoJ-1) von JAGER et al. [1] (= 02) erkannt. In den meisten
anderen Fillen ist es unsicher, ob neue oder bekannte Stoffe vorliegen. Uber den
ungefihren Gehalt der Samen orientiert Tabelle 4.

Von den isolierten Stoffen wurden bisher nur M (= Strogosid) sowie Subst. A noch
weiter untersucht. Uber die Struktur von Strogosid wird in folgender Mitteilung
berichtet. Subst. A erwies sich als neuer Stoff, der bisher nicht kristallisierte. Er war
gegen Schneckenferment bestindig. Nach energischer saurer Hydrolyse konnte im
PC und im Elektropherogramm nur Rhamnose nachgewiesen werden. Durch Acety-

8) Die Fr. 27-43 enthielten zusammen noch ca. 1,1 g Silikagel.
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Tabelle 4. Ausbeuten der in Kristallen sowie amorph aber papierchromatographisch vein isolierien
Cardenolide sowie Schitzung dev wivklich vovhandenen Menge bei allen 27 machgewiesenen Stoffen
fiiv 680 g Samen von Strophanthus gratus

Fleck Identifiziert mit bekannt neu isoliert Schitzung
im (als Acetat) der in 680 g Samen
Pc Menge in mg wirklich vor-

handenen Menge

Krist. amorph in mg in %,
A
B
C
D Sarnovid [5] + 340 0,05
E
€
F
1% Sarmentosid E [6] + (12) 200 0,03
G Gemisch?) + 165 0,024
H1 Sarmentosid A [6] + 55 0,008
H2 35 0,005
J1 85 0,015
72 115 0,017
J3 25 0,004
K1 480 0,07
K2 110 0,016
L 120 0,018
A + (13) 150 0,022
M Strogosid 19) + 1190 400 3000 0,442
8; } Gemisch 1) + 30 260 0,04
Q3 Spur
P Acolongiflorosid K (9] + 1895 20 2700 0,40
7l Gratosid [3] + 20 270 0,04
n2 + 30 0,004
Q + 30 0,004
R Ouabain (8] + 34400 50000 7,35
KeppE-negative Begleitstoffe im Chf-Extrakt sowie in den zwei 14200 2,1

Chi-Alk-Extrakten

lierung liess sich eine kleine Menge des krist. O-Acetyl-A erhalten. Auf eine Analyse
der Kristalle musste verzichtet werden. Im UV.-Spektrum zeigt es die Absorption des
Butenolidringes in normaler Lage bei 216 nm, aber mit sehr hoher Extinktion (loge=
4,328, ber. auf Mol-Gew. = 748). Eine dhnlich hohe Extinktion zeigt auch Tetra-O-
acetyl-strogosid [23]. Fig. 3 zeigt zur Charakterisierung das IR.-Spektrum und Fig. 4
das NMR.-Spektrum (in CDCl,).

%) G erwies sich als Gemisch, das im PC nur einen Fleck gab, bei der Acetylierung aber ein
Gemisch von vier Stoffen lieferte mit Laufstrecken wie die von JAGER ef al. (1] als &', &', E”
und E” bezeichneten Acetylderivate, von welchen diese Autoren die zwei erstgenannten in
Kristallen isolieren konnten.

19) Neuer Name fiir Subst. K (EWE 111) von JAGER et al. [1].

11y Gemisch von Sarhamnolosid [6b, ¢] und Subst. 4, (Prip. HoJ-1) von JAGER et al. [1].
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Danach ist es am wahrscheinlichsten, dass der Stoff dhnlich gebaut ist wie Tetra-
O-acetyl-strogosid [23]. Dafiir spricht in erster Linie die Tatsache, dass im NMR.-
Spektrum kein Signal einer Aldehydgruppe sichtbar ist und nur ein solches fiir eine
angulire Methylgruppe. Die Zahl der Acetylgruppen kann nicht genau angegeben
werden, diirfte aber 4-5 betragen. Es wurde zuerst vermutet, Substanz A kénnte das
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Die zwei mit X bezeichneten Signale verschwinden nach Zugabe von D,O

L-Rhamnosid des Strogogenins sein. Dagegen spricht das Verhalten im PC. Es ist
bekannt, dass Rhamnopyranoside in allen 5 verwendeten Systemen deutlich lang-
samer laufen als 6-Desoxytalopyranoside desseiben Genins. Subst. A 1duft aber etwas

1%) Aufgenommen von Herrn K. AEGERTER auf einem PERKIN-ELMER-Zweistrahl-Gitter-Spektro-
photometer, Modell 125.

13} Wir danken auch hier Herrn PD Dr. R. ZURCHER, CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, Basel, bestens
firr die Aufnahme und Interpretation dieses Spektrums. Es wurde bei einer Resonanzfrequenz
von 100 MHz auf einem VaRIAN-Spektrographen HA-100 aufgenommen. Als interne Bezugs-
substanz diente Tetramethylsilan (TMS), das zugleich Nullpunkt der ppm-Skala ist. Weitere
Angaben siehe ZURcHER [18] [19].
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rascher als Strogosid (vgl. Tabelle 2). — Eine weitere Strukturaufklirung erfolgte
nicht, ‘

Diskussion der Resultate. Wie frither untersuchtes Material enthielten auch die von
uns analysierten Samen Ouabain als Hauptkomponente in weitaus grosster Menge
(7-8%). Relativ reichlich waren nur noch Acolongiflorosid K (0,4%) und Strogosid
{0,49%,) vorhanden. Dies stimmt gut mit den fritheren Befunden von JAGER et al. [1]
tiberein. Auch die meisten anderen von diesen Autoren in kleiner Menge isolierten
Stoffe konnten wir nachweisen. Es betrifft dies: Sarnovid, Sarmentosid A und Sar-
mentosid E sowie nach Acetylierung Sarhamnolosid und die von JAGER et al. nur
teilweise isolierten Stoffe 4,, ¢,’, &;’, E” und E™. Lediglich die von JAGER et al. isolierte
Subst. %, Sarmentolosid und die zwei von ihnen papierchromatisch nachgewiesenen
Stoffe Bipindosid und Thollosid konnten wir in unseren Samen nicht auffinden. Dafiir
wurde eine kleine Menge eines neuen Stoffes A in Form seiner O-Acetylverbindung in
Kiristallen isoliert. Die relativ grosse Zahl jetzt neu nachgewiesener, aber priparativ
nicht isolierter und daher nicht aufgeklirter Glykoside diirfte in erster Linie auf Ver-
besserungen im papierchromatographischen Nachweis beruhen.

Phytochemyscher Vergleich. (Formeln und Formelnummern vgl. folgende Mittei-
lung.} Wie frither betont [1], enthalten die Samen der drei Strophanthus-Arten S. sar-
mentosus, S. thollonii und S. gratus rein qualitativ viele gemeinsame Glykoside. Sehr
gross sind jedoch die quantitativen Unterschiede zwischen S. gratus und den zwei an-
deren Arten. Die in diesen drei Arten teilweise gemeinsam vorkommenden Glykoside
konnen in die folgenden vier Hauptgruppen (a—d) zusammengefasst werden.

a) Derivate des Sarmentogenins (Co3H,,0;), vor allem Sarmentocymarin und Sar-
novid, aber auch Divaricosid. Vorkommen in S. sarmentosus DC., bes. in var. sene-
gambiae [25], S. gerrardi STAPF [26], S. courmontii SACL. [27], S. petersianus KLOTZSCH
[28] sowie in S. vanderifstic STANER [29], S. divaricatus (LaUR) HooK. ¢ ARN. und
Verwandten [30]. In S. gratus nur spurenweise, in S. thollonit bisher nicht nachgewie-
sen.

b) Derivate des Sarverogenins (CogHgoO,) und zweier isomerer Genine (Inertogenin
und Leptogenin), vor allem Sarverosid, Intermediosid und Panstrosid. Vorkommen in
S. sarmentosus [25], vor allem aber in S. intermedius [22] [16] und Verwandten [31].
In S. thollonii und S. gratus bisher nicht nachgewiesen.

¢) Die Sarmentoside, die sich von den drei verwandten Geninen Sarmentologenin
(CagH,,0,) [6], Nigrescigenin (CyaHg,0,) [32] [6] und Sarmentosigenin E (Cy5Hg,O5)
[6] ableiten, die alle an C-19 oxygeniert sind und sich prinzipiell nur durch die Oxyda-
tionsstufe an diesem C-Atom voneinander unterscheiden. Sie enthalten an C-1 keine
HO-Gruppe. Dazu gehéren vor allem Sarmentolosid, Sarhamnolosid, Sarmentosid A,
Thollosid, Sarmentosid E und Thollodiolidosid. Die Sarmentoside sind als Haupt-
komponenten in den Samen von S. sarmentosus [15] und S. tholloniz [10] enthalten, in
S. gratus nur in sehr kleinen Mengen.

d) Die Ouabageninderivate. Hier wurden bisher nur drei Stoffe isoliert: Ouabain
114) Acolongiflorosid K 214} und Strogosid 12%4). Als Genine enthalten sie Ouabagenin
und Strogogenin 174), die sich wiederum prinzipiell nur durch die Oxydationsstufe an
C-19 voneinander unterscheiden. Sie enthalten zum Unterschied von Gruppe c) an C-1

14y Diese Zahlen beziehen sich auf Formelbilder in der nachstehenden Abhandlung Nr. 25.
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eine f-stindige HO-Gruppe. Die entsprechenden 19-Aldehyde wurden auffallender-
weise hier nicht gefunden. Die Stoffe dieser Gruppe, besonders Quabain, sind in
S. gratus in sehr grosser Menge anwesend, in S. sarmentosus und S. thollonii nur in
Spuren.

Es wurde schon friither [1] betont, dass diese Resultate mit der botanischen Ver-
wandtschaft nicht parallel gehen, denn S. gratus ist besonders nahe mit S. thollonsi
verwandt, unterscheidet sich in quantitativer Hinsicht im Glykosidgehalt aber sehr
stark von diesem. — Umgekehrt enthidlt S. sarmentosus, soweit feststellbar, genau die-
selben Glykoside wie S. thollonis und auch in dhnlicher Menge (nur noch zusitzlich
Vertreter der Gruppen a) und b)), obwohl diese zwei Arten einander verwandtschaft-
lich auf Grund des Bliitenbaues viel weniger nahestehen [33].

Auffallend ist auch, dass in allen Strophanthus-Arten, welche Glykoside der Gruppe
¢) (Sarmentoside) fithren, die Vertreter mit Aldehydgruppe an C-19 (Sarmentosid A
und Thollosid) jeweils stark vorherrschen. Bei Gruppe d) (Ouabageninderivate) konn-
ten bisher in der Natur iiberhaupt keine entsprechenden Aldehyde beobachtet werden.
Der 19-Aldehyd des Ouabains [14] ist bekannt, und den 19-Aldehyd des Acolongi-
florosids K haben wir bereitet [23]. Durch direkten Vergleich im PC konnten wir fest-
stellen, dass sich diese zwei Stoffe in unseren rohen Extrakten und angereicherten
Konzentraten aus S. gratus nicht nachweisen liessen. Sehr stark vorherrschend ist
Ouabain, Strogosid kommt in merklicher, aber viel geringerer Menge vor. An sich
hitte man vermuten kdnnen, dass in S. grafus auch ein zu Strogosid isomerer Stoff
vorhanden wire, der L-Rhamnose an Stelle von 6-Desoxytalose enthilt. Auch dieser
Stoff konnte in den Samen bisher nicht nachgewiesen werden; hier stand allerdings
kein synthetisches Vergleichsmaterial zur Verfiigung. Der Stoff 4, dessen O-Acetyl-
Derivat in kleiner Menge in Kristallen isoliert werden konnte, stellt méglicherweise
ein 19 >11o-Lacton dar, besitzt aber wahrscheinlich nicht die Struktur eines Strogo-
genin-a-L-rhamnopyranosids.

Wir danken dem SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS fiir einen Beitrag an die Xosten dieser
Arbeit.

Experimenteller Teil

1. Allgemeine Angaben. — Es wurden folgende Abkiirzungen beniitzt: Ac,0O = Essig-
sidureanhydrid, Ae = Didthyldther, An = Aceton, Alk = Athanol, Be = Benzol, Bu = n-Buta-
nol, Chf = Chloroform, Fmd = Formamid, iPrp = Isopropanol, Me = Methanol, MEK = Me-
thyl-dthyl-keton, ML = eingedampfte Mutterlauge, PC = Papierchromatographie (-gramm), Pe =
Petrolather (Sdp. 45-55°), Py = Pyridin, SC = Siulenchromatographie, SiO, = Kieselgel, To =
Toluol, W = Wasser.

Die Smp. sind alle auf dem KorLErR-Block bestimmt und sind korrigiert. Fehlergrenze in
beniitzter Ausfithrungsform bis 200° £ 2°, dartiber + 3°. Substanzproben zur Drehung wurden
1 Std. bei 0,01 Torr und 60-80° getrocknet. Fiir Spektren wurden sie bei 20° ohne Unterdruck
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Fiir die SC wurde Kieselgel MErCK, Korngrosse 0,05-0,2 mm
verwendet. Papierchromatographie auf WHaTMAN Nr. 1, mit 33% W des Trockengewichts im-
prédgniert, absteigende Technik [7] [6c]. Nachweis mit KEDDE-Reagenz [4].

Enzymatische Spaltung von Glucosiden mit Schneckenferment tm MikvomaBstab [21]: 2 mg Glu-
cosid wurden in 0,2 ml 0,01 Acetatpuifer gelost, mit 2 mg Schneckenferment-Trockenpriparat
versetzt, geschiittelt, mit etwas To bedeckt und bei 35° aufbewahrt. Nach 1, 3, 5 und 10 Tagen
wurden jeweils Proben zur PC entnommen.

Mikro-Acetylierung mit Ac,0-Py: 1 mg Substanz (krist. oder amorph) wurde mit 0,1 ml abs.
Py und 0,075 ml Ac,0 1-4 Tage bei 35° gehalten. Der Eindampfriickstand diente direkt zur PC.
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Energische saure Hydrolyse nach X1L1aN1 im Mikromafstab [20]: 2 mg Glykosid wurden mit
0,1 ml AcOH-W-HCI konz.-(7:11:2) 1 Std. auf 100° erwdrmt. Nach Verdiinnen mit 0,2 ml W
wurde mit soviel frisch gefilltem und neutralgewaschenem Ag,CO, neutralisiert, dass Kongo nicht
mehr und Lackmus noch nicht gebldut wurde. AgCl wurde abfiltriert, die Lésung bei 0° 2 Min.
mit H,S behandelt, vom gefillten Ag,S abfiltriert und eingedampft. Der Riickstand diente direkt
zur Elektrophorese oder PC.

2. Extraktion und Vortrennungen. - 680 g Samen wurden nach fritherer Vorschrift {1]
[22] extrahiert. Der wisserige Stammextrakt wurde 3mal mit Pe, 6mal mit Chf, 9mal mit Chf-
Alk-(2:1) und 33mal mit Chf-Alk-(3:2) erschopfend ausgeschiittelt. Uber die Ausbeuten orientiert
Tabelle 1.

Der Chf-Extrakt (4.54 g) wurde an 150 g Al,O, (WoELM, Aktivitit III) chromatographiert,
jedoch ohne wesentliche Trennwirkung. Die einzelnen Fraktionen wurden nur im PC kontrolliert
und in die Gruppen 1-7 zusammengefasst. Es konnten darin die Flecke A, B, C, D (E) (F) (G)
nachgewiesen werden.

Aus dem Chf-Alk-(3:2)-Extrakt (46,63 g) wurden 26,37 g reines Ouabain durch direkte Kri-
stallisation aus Me-Ae erhalten. Die ML wurde nur im PC kontrolliert: Flecke K, M, P, R.

Der Chf-Alk-(2:7)-Extrakt (21,17 g) wurde an 1 kg SiO, in die Gruppen 8-13 vorgetrennt; vgl.
Tabelle 3.

3. Priaparative Trennung der Gruppen 10-13 von Tab. 3. — Gruppe 70 (9,95 g) wurde
wie frither beschrieben [1] durch Verteilungschromatographie an 3 kg Kieselgur-W-(1:1) in 30
Gruppen (1001-1030) aufgetrennt. Eine schematische Ubersicht iiber den Verlauf dieser SC gibt
Fig. 1. Weitere Untersuchungen siehe unten.

Gruppen 1713 wurden vereinigt und an 2,1 kg Cellulose-W-(3:1) einer Verteilungschromato-
graphie unterworfen. 1,6 kg Cellulosepulver!s) wurden mit je 6-7 | warmem Chf, Me, Chf und An
extrahiert, dann 15 Std. bei 80° getrocknet. 1,55 kg dieser Cellulose wurden mit 520 ml W ver-
setzt, mehrere Std. maschinell durchmischt, durch Zusatz von 7 1 Be-Bu-(4:1)18) zu einem giess-
baren Brei verarbeitet und zur Aquilibrierung 20 Min. geschiittelt. Die Sdule, 65 mm g, wurde
halb mit Be-Bu-(4:1) gefiillt. 2 Essloffel Cellulosebrei wurden eingefiillt, mit einem Stopfer kraftig
aufgewirbelt, sedimentieren gelassen und 3mal mit einem Druck von 1-2 kg/cm? zu einer festen
Schicht gepresst. Dies wurde ca. 400mal wiederholt, bis alle Cellulose eingebracht und die Schicht
120 cm hoch war. Das Material der Gruppen 11-13 wurde auf 30 g feuchte Cellulose aufgezogen
und in derselben Weise auf die Sdule gebracht. Fraktionen & 500 ml 4 5 ml in 6 Std. 4+ 10 Min.
Jede Fraktion wurde mit KEpDE-Reagens gepriift und bei positiver Reaktion im PC kontrolliert.
Fig. 2 und Tabelle 5 orientieren iiber den Verlauf der SC18).

4. Untersuchungen einzelner Gruppen. — Aus den Gruppen 1004, 1005, 1702 und 1103
(886 mg) wurde y in mehreren parallelen und gestaffelten SC an SiO, (Chf bis Chf-Me-(7:3)) an-
gereichert. Eine Verteilungs-SC an Cellulose-W-(3:1) mit dem Fliessmittel Be-MEK-(1:1) trennte
y fast rein ab. Eine Reinigungs-SC an SiO, (Chf bis Chf-Me-(4:1)) ergab 15 mg y, woraus aller-
dings nur 0,1 mg y in Kristallen gewonnen werden konnte.

Gruppe 1006 (145 mg) bestand aus G, H1, HZ, J1, K1 und M. Es liess sich keine der Kompo-
nenten durch SC an SiO, (Chf bis Chf-Me-(3:1)) rein fassen.

Die Gruppen 1009, 1010, 7108-1771 (737 mg) wurden vereinigt und an 80 g SiO, chromato-
graphiert:

Fr.1-17 (Chf bis Chf-Alk-(7:2)) gaben 156 mg KEeDDE-negatives Material, welches nicht
untersucht wurde.

Fr. 18-24 (Chf-Alk-(7:2) bis -(8:3)) gaben 59 mg hauptsiachlich KEPDE-negatives Material,
das etwas K und L enthielt.

Fr. 25-33 {Chf-Alk-(8:3) bis -(2:1)) lieferten 171 mg K und L.

Fr. 3444 (Chf-Alk-(2:1) bis -(3:2)) ergaben 244 mg J, X, L, M.

Fr. 45-47 (Chf-Alk-(3:2) bis Alk) ergaben noch 18 mg L und M.

Fr. 48-58 (Alk) gaben 83 mg mit viel NaCl und SiO, durchsetzte Subst. A (diente zur Acety-
lierung, siehe unten).

15y Cellulose, Typ HL-600, Mixro-TEceNIK GMBH, Miltenberg, BRD.
18) Alle Losungsmittel dieser Chromatographie sind zu ca. 809, mit W gesittigt.
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Tabelle 5. Verteilungschromatographie dev Gruppen 17-13 (10,6 g)

Fliessmittel18): I = Be-Bu-(4:1), IT = Be-Bu-(3:1), III = Be-Bu-(2:1), IV = Be-Bu-(1:1), V =
stetiger Ubergang von IV zu VI, VI = Bu

Fraktions- Fliessmittel Menge Gruppe KEDDE- Flecke im PC To-Bu-(2:1)
Nr. in mgl) Reaktion oder To-Bu-(1:1)18)
1-7 I 1503 1101 — braunes Harz
8-13 I 366 1102 + ¢, p, viel Begleitstoffe
14-15 1 77 1103 ++ Y
16-23 I 230 1104 ++ G, H
24-31 1 148 1105 ++ (G)H, ]
32-34 I 38 1106 ++ JLK
35-59 I+1I 264 1107 ++ (J) K
60-64 1I 20 1108 ++ X, ({L)
65-68 I 9 1109 + + K LA
69-76 1I 41 1110 + + (4
77-80 1I 32 1111 ++ Ly M) 4
81-84 11 55 1112 ++ A M
85-89 1I 157 1113 ++ Ay M
90-108 II+ 111 561 1114 ++ M
109-114 111 28 1115 ++ M, O
115-126 111 23 1116 ++ O
127-137 III+1V 70 1117 + + o, P
138-145 v 1425 1118 + + P
146-163 v 1316 1119 ++ P, (n1)1%
164-180 v 406 1120 + + P
181-184 v 39 1121 ++ P (R)
185-191 v 50 1122 ++ P, R
192-198 IV+V 127 1123 + + (P) R
199-225 A% 3390 1124 ++ R
226-237 VI 215 1125 + (R)

Die Gruppen 1712 und 71713 (309 mg) wurden vereinigt und an 47 g SiO, chromatographiert:

Fr. 1--33 (Chf bis Chf-Me-(5:1)) gaben 25 mg KEDDE-negatives Material, das verworfen wurde.

Fr. 3441 (Chf-Me-(5:1) bis -(4:1)} gaben 9 mg K, L und (M).

Fr. 42-69 (Chf-Me-(4:1) bis -(1:1)) lieferten 166 mg M.

Fr. 70-94 (Chf-Me-(1:1) bis Me) ergaben 68 mg mit viel NaCl und SiO, durchsetzte Subst. A;
diente zur Acetylierung.

Die Gruppen 1017-1013, 1774 und die nur M enthaltenden Fraktionen aus den obigen SC
wurden vereinigt (1,98 g). Daraus wurden durch Kristallisation aus Me-Ae 1,19 g M erhalten,
Smp. 236-240°.

Die Gruppen 10714-1017 (148 mg) wurden vereinigt und an 16 g SiO, chromatographiert:

Fr.1-18 (Chf bis Chf-Me-(17:3)) gaben 28 mg KEeDDE-negatives Material, das verworfen
wurde.

Fr. 20-28 (Chf-Me-(17:3) bis -(7:2)) gaben 3 mg M.

Fr. 29-44 (Chf-Me-(7:2) bis -(7:3)) lieferten 90 mg eines Gemisches von M und O.

Fr. 45-55 (Chf-Me-(7:3) bis -(1:3)) gaben 21 mg O. Keine der Fraktionen kristallisierte.

17) Der Begleitstoff Phtalsidure-dibutylester ist hier schon abgezogen, nicht aber in Fig. 2. Der
Anteil an Begleitstoff wurde bei einigen Gruppen durch SC an SiO,, bei den tibrigen durch
Interpolation bestimmt.

18) Es zeigte sich erst bei Verwendung weiterer PC-Systeme oder nach Acetylierung, dass G, H,
J, K und O Gemische waren.

1) 72 und Q wurden erst bei der Untersuchung der Gruppe 1119 aufgefunden.
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Die Gruppen 1018-1020 (276 mg) wurden vereinigt und an 30 g SiO, chromatographiert:

Fr. 1-14 (Chf bis Chf-Me-(4:1)) ergaben 73 mg KEDDE-negatives Material, das nicht unter-
sucht wurde.

Fr. 15-23 (Chf-Me-(4:1) bis -(13:7)) lieferten 78 mg O. Keine der Fraktionen kristallisierte.

Fr. 24-25 (Chf-Me-(13:7}) gaben 10 mg Gemisch von (O} und P.

Fr. 26-41 (Chf-Me-(13:7) bis Me) gaben 94 mg P.

Gruppe 1777 (149 mg) wurde analog an 25 g SiO, in 63 mg O, 56 mg P und 6 mg Gemisch
der beiden getrennt. Auch hier kristallisierte keine Fraktion von O.

Gruppe 1021 (459 mg) wurde an 50 g SiO, chromatographiert:

Fr.1-22 (Chf bis Chf-Me-(3:1)) gaben 169 mg KEDDE-negatives Material, das verworfen
wurde.

Fr. 23-28 (Chf-Me-(3:2) bis -(2:3)) gaben 49 mg eines Gemisches von O, 71 und n2.

Fr. 29-43 (Chf-Me-(2:3) bis Me) lieferten 183 mg P.

Die Gruppen 70227024 (456 mg) wurden vereinigt und analog an 50 g SiO, in 124 mg eines
Gemisches von O, nl, 72 und Q, 5 mg eines Gemisches von s11 und P und 113 mg P getrennt.

Gruppe 1179 (1316 mg) wurde analog an 155 g SiO, in 190 mg eines Gemisches von O, nl,
72 und Q und 1120 mg P getrennt.

Gruppen 1118, 1720 und die nur P enthaltenden Fraktionen aus obigen 5 SC wurden vereinigt
(3,39 g). Daraus wurden durch Kristallisation aus Me-Ae 1,89 g P erhalten, Smp. 172-179°.

Die Gruppen 1028 und 1724 (8,66 g) wurden vereinigt und lieferten aus Me 8,02 g reines R
in Kristallen, Smp. 186-190°.

5. Beschreibung und Identifizierung der isolierten Stoffe. — Subs!. y = Sarmentosid E
[6]: Aus Me-Ae Nidelchen, Smp. 258-260°, gem#ss Misch-Smp. und in 4 PC-Systemen identisch
mit Subst. D von JAGER ef al. [1]. Im System To-Bu-(2:1)/33%, W stimmt die relative Lauf-
strecke gegen Bipindosid nicht mit der in [1] publizierten iiberein. Eine energische saure Hydro-
lyse nach Kiriant im Mikroma@stab [20] ergab einen Zucker mit gleicher Laufstrecke wie 6-
Desoxytalose.

Subst. O-Acetyl-y (Prip. UPG-8) = Tvi-O-acetyl-savmentosid E [6]: 14 mg ML von y wurden
in 0,4 ml Py und 0,3 ml Ac,O 1 Tag bei 35° stehengelassen, eingedampft und an 4 g SiO, chromato-
graphiert. Der mit Chf elujerte Stoff (15 mg) zeigte im PC {System Chf/Fmd) nur einen Fleck
und ergab aus Me-Ae 12 mg Kristalle in Drusen, Smp. 286-290°. Gemiss Misch-Smp., PC, Farb-
reaktion mit HySO, und IR.-Spektrum (fest in KBr) identisch mit synthetischem Tri-O-acetyl-
sarmentosid E [6a].

Subst. A konnte nie frei von anorganischen Verunreinigungen (SiO, und NaCl) erhalten
werden. Im PC liuft A zwischen Tollosid und al-Dihydro-sarmentosid D, vgl. Tab. 2. Eine ener-
gische saure Hydrolyse nach Kiriani im Mikroma@stab [20] lieferte nur einen Zucker, der aus den
Laufstrecken im PC und Elektropherogramm als Rhamnose bestimmt wurde.

Subst. O-Acetyl-A (Prap. UPG-7) wurde durch Acetylierung der rohen Subst. 4 (150 mg) in
Ac,O-Py (3 Tage bei 35°) erhalten. Das eingedampfte Rohprodukt wurde an Al,O,, Aktivitdt III,
chromatographiert. Der mit Be-Chf-(1:6) bis Chf eluierte Stoff (29 mg) zeigte im PC (System
Chf/Fmd) nur einen Fleck und lieferte aus An-Ae 13 mg feine Prismen, welche sich bei ca. 253-255°

zu zersetzen beginnen und bei 268-272° schmelzen. [a]} = +1,0° + 2° (¢ = 1,19 in Chf). };:2; =

216 nm (log ¢ = 4,328, ber. auf C3;H,30,, = 748) 20). IR.- und NMR.-Spektrum vgl. Fig. 3 und 4.
Farbreaktion mit H,SO, vgl. Tabelle 6.

Subst. M (Prap. UPG-2) = Strogosid19): Aus Me-Ae farblose Prismen, mit Doppel-Smp. 211
216°/238-240°. [a] = —25,6° & 2° (c = 1,04 in 80-proz. Me). AAKX — 217 nm (log & — 4,18).

max
Der Stoff ist nach Misch-Smp., Farbreaktion mit H,SO, (vgl. Tab. 6) und Laufstrecke in 4 PC-
Systemen mit Subst. K. von JAGER et al. (Prip. EWE-111) [1] identisch. Eine Hydrolyse nach

MannicH & SIEWERT [6a) [24] lieferte nach PC dasselbe Aglykon. Fiir Derivate und Struktur

20) Aufgenommen von Herrn K. AEGERTER auf einem BEckMAN-Spektrophotometer, Modell
DK 2.
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vgl. [23]. Trocknung zur Analyse 5 Std. bei 110° und 0,01 Torr iiber P,0O;. Gewichtsverlust 9,789,
entsprechend 3—4 Mol. Kristallwasser.
CpoH Oy, (580,6)  Ber. € 59,99 H 6,939, Gef. C59,78 H 7,139,

Tabelle 6. Farbreaktion mit konz. HySO, )

Zeit Prap. UPG-2 Prip. UPG-4 Prap. UPG-7
(Strogosid) (Tetra-O-acetyl-strogosid) (O-Acetyl-4)

10" gelborange hellgelb rosa
30" gelbrosa

1’ orange hellgelb rotrosa

5 braungelb hellgelb braunrot
15 sepia
307 braun rosagelb violettbraun
1h gelbbraun rosa griinbraun
3h gelbbraun rosa oliv
6h gelbbraun hellrosa braungriin

Subst. O wurde durch Verwendung verschiedener PC-Systeme (vgl. Tab. 2) und nach Acety-
lierung als Gemisch von drei Stoffen erkannt: O7 = Sarkamnolosid (6D, c], 02 = Subst. 1, von
JAGER et al. [1] und O3 in Spuren = unbekannter Stoff.

Subst. P (Prip. UPG-25) = Acolongiflovosid K [9]: Aus Me-Ae oder W-An in verfilzten
Nadeln, Smp. 179-181°. Gemdiss Misch-Smp., Farbreaktion mit H;SO, und Verhalten in 3 PC-
Systemen (vgl. Tab. 2) identisch mit authentischem Material. [a]3 = - 43,2° L 2° (¢ = 1,00 in
80-proz. Me). Eine Hydrolyse nach MaNNicH & SIEwERT im MikromalBstab [6a] lieferte nach PC
(System To-Bu-(1:1)/339%, W, 20 Std.) Ouabagenin.

Subst. n 1 = Gratosid [3]: amorph, zeigt in 3 PC-Systemen nur einen, mit authentischem Ver-
gleichsmaterial gleich laufenden Fleck.

Subst. R {(Prip. UPG-26) = Ouabain [8]: Aus Me-Ae in klaren Prismen, Smp. 188-190°. Nach
Misch-Smp., Farbreaktion mit H,SO, [1] und PCin 3 Systemen (vgl. Tab. 2) identisch mit authen-
tischem Material. [a]2} = —36,8° 4 2° (¢ = 0,97 in 80-proz. Me).

Die C,H-Analysen wurden von Herrn E. THoMMEN im Mikrolabor des Institutes ausgefiihrt.

SUMMARY

Extracts from the seeds of Strophanthus gratus showed the presence of 30 cardeno-
lides after being subjected mainly to techniques of preparative separation and partly
through acetylation of these concentrates. These 30 cardenolides have been differen-
tiated from one another by paper chromatography in five solvent systems. Among the
identified cardenolides were most of the compounds isolated earlier by JAGER et al. [1].
In accordance with the results of these authors, ouabain (ca. 7%,) was by far the pre-
dominant constituent, followed by acolongifloroside K (ca. 0-4%,) and strogoside
(0-4%,). These three compounds have been isolated in crystalline form. Strogoside
(structure elucidation see following paper) is a new name for the compound K de-
scribed by JAGER et al. Of the compounds present in trace amounts, only sarmentoside
E was isolated in crystalline form directly, and the new compound 4 after acetylation,
which yielded O-acetyl-A. The compound A seems to be a dilactone with a structure
similar to that of strogoside but containing rhamnose as the sugar and an aglycone
probably different from strogogenin.

21) Bei zusammengesetzten Farbbezeichnungen liegt die Betonung auf dem zweiten Wortteil.
Z. B. heisst «braungelb» gelb mit einem Braunstich.
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Earlier investigations have shown that Strophanthus thollonii FRANCH. and S. sar-
mentosus P.DC. contain a large number of identical glycosides in virtually the same
amounts. Most of these glycosides are also present in S. gratus but in completely
different proportions. This result does not parallel the botanical relationships because
S. thollonii is more closely related to S. gratus than to S. sarmentosus.

Institut fir organische Chemie der Universitit Basel
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