2114 HELVETICA CHIMICA ACTA

223. Die Glykoside der Wurzeln von Glossostelma carsoni (N.E.BR.)
BULLOCK!)
Glykoside und Aglykone, 297. Mitteilung?)

von P. Reichstein, H. Kaufmann, W. Stocklin und T. Reichstein
(5. IX. 67)

1. Botanische Angaben und Beschaffung des Ausgangsmaterials. - Im Rah-
men einer systematischen Untersuchung der glykosidischen Inhaltsstoffe von Ascle-
piadaceen beschreiben wir hier die Analyse der Wurzeln von Glossostelma carsons
(N.E.Br.) Burrock [2]. Es ist dies eine im siidéstlichen Teil des tropischen Afrika
heimische Staude, die am nichsten mit Glossostelma spathulatum (K. ScHuM.) BUL-
LocK verwandt ist. Beide Pflanzen bewchnen weitgehend dasselbe Areal (auf ca.
6000-8000 Fuss Hohe) und sind frither (teilweise sogar von denselben Autoren) unter
zahlreichen verschiedenen Namen beschrieben worden (vgl. Liste der Synonyma bei
BuLrock [2]). Unser Material ist von Herrn Dr. I. B. PoLE EvaNs gesammelt worden,
einem der besten Kenner der afrikanischen Flora, dem beide Pflanzen genau bekannt
waren, so dass fiir die richtige Bestimmung dieser nicht ganz leicht zu identifizieren-
den Pflanze Gewihr geboten ist. Nach Burrock [2] finden sich im Kew Herbarium
Belege von Glossostelma carsoni aus folgenden Gegenden: «Northern and Southern
Rhodesia, Nyasaland, Portuguese East Africa, the Katanga area of the Belgian Congo
and from southern Tanganyika.» Herr Dr. PoLe EvaNs gab uns iiber die Okologie (in
lit. 6.2.1957) noch folgende aufschlussreiche Angaben: «I find that this plant is con-
fined to high wooded country covered with Brachystegia trees and with a ground
cover of grass and fern below. The root system is comparatively small and is in the
form of a few spreading swollen roots or tubers which are quite superficial and con-
fined mainly to the layer of humus from the fallen Brachystegia leaves. Nowhere have
I seen the plants plentiful, but they are widely dispensed through the woodland »3).

1) Auszug aus der Dissertation P. REicHSTEIN, Universitit Basel 1967.

2) 296. Mitteilung: J. v. Euw ef al. [1].

3} Glossostelma spathulatum bewohnt ausser dem fir G. carsoni angegebenen Areal auch Angola.
Fir Siid-Rhodesien gibt PoLe Evans folgenden Kommentar (6. 2. 1957). «I find that in
Southern Rhodesia Glossostelma spathulatum is confined to high open grassland country from
6000 to 8000 ft above sea leval. Here it is very sparsely distributed in the grassland and once
the grass is well grown up it is most difficult to detect. Furthermore most of the high country
is now being ploughed up by tractors owned by large companies and is being planted to Wattle
trees for the bark, so that before very long Glossostelma spathulatum will be almost a plant of the
past in Southern Rhodesia. The root system consists of 34 spreading tubers (vgl. Abbildung
bei MAULI ef al. {3]) a little larger than those of G. carsoni and fairly easy to dig out.

The root material from both plants is very bitter and pungent and caused irritation to my
eyes, nose and throat when I was cutting it up and drying it».

Die Bezeichnung «Wattle trees» wird nach PoLe Evaws (16. 2. 1967) fiir verschiedene
australische Acacia-Arten beniitzt, die zur Gewinnung von Tannin (aus der Rinde) kultiviert
werden. In Siid-Afrika, Rhodesien und Ost-Afrika dient hierfiir besonders Acacia decurrens
var. mollissima (the Black Wattle).
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Von dem entsprechend schwer zu beschaffenden Material hat er uns insgesamt die
folgenden Proben zugesandt.

a) 1,05 kg in Scheiben geschnittene und getrocknete Wurzeln, gesammelt Ende
1956. Bonda Road, Inyanga distr. S. Rhodesia, entspr. Herbarmustern PoLe Evans
Nr. 5046 und 5053, 23.12.1956.

b) Ca. 1,84 kg wie oben geschnittene Wurzeln aus der Umgebung von Melsetter,
ca. Dez. 1960 und Jan. 1961.

c) 410 g getrocknete Blatter und Stengel aus der Umgebung von Melsetter wie
Probe b).

d) Zwei ganze reife Friichte, Umgebung von Melsetter, ca. Jan. 1961.

Sie erreichten uns in ausgezeichnetem Zustand. Fiir die Analyse verwendet
wurden die Proben a) und b).

2. Chemische Untersuchung. - Soweit uns bekannt liegt bisher nur die orientie-
rende Priifung von ABISCH & REICHSTEIN [4] vor. Danach enthalten die Wurzeln und
Samen keine Alkaloide, wohl aber reichlich Glykoside, in denen viel Cardenolide und
auch etwas 2-Desoxyzucker nachgewiesen werden konnten. Sehr dhnliche Resultate
gaben die Wurzeln von G. spathulatum, wobei lediglich keine 2-Desoxyzucker (mit
Hilfe der Xanthydrolprobe) festgestellt werden konnten.

2.1. Extraktion und Vortrenwnung der Extrakte. Zur Untersuchung wurden 1 kg von
Probe a) und 660 g von Probe b) verwendet. Das Material wurde in 3 Portionen nach
frither beschriebener Methode [5], jedoch ohne Reinigung mit Pb(OH),, extrahiert.
Zur moglichsten Vermeidung von Autoxydation wurde weitmoglichst in CO,-
Atmosphire gearbeitet. Tabelle 1 gibt die Ausbeuten an rohen Extrakten sowie
Resultate der Priifung in Papierchromatogrammen (PC) und Diinnschichtchromato-
grammen (DC).

2.2. Untersuchung des Petrolitherextraktes (aus Probe a)). Obwohl dies Material
keine Glykoside und auch keine Cardenolid-Genine enthielt, haben wir es orientierend
gepriift, weil es in relativ grosser Menge vorlag. Das ganze Material (aus Versuch I
und IT) wurde zunichst durch Chromatographie an Al,Oz und an SiO, in drei Kristalli-
sate (5, ¥ und d) aufgetrennt, die aber noch Gemische darstellten. Jedes derselben
konnte weiter durch Chromatographie an SiO;—AgNO;, [12] in je zwei Komponenten
zerlegt werden. In reinen Kristallen wurden hierauf 5 Stoffe (8,, y,, ys, 6, und 8,)
erhalten, deren Identifizierung bzw. Strukturermittlung aus Tab. 2 hervorgeht. Ein
sechster Stoff (8,) wurde nur in Form eines Mischkristallisates erhalten, das noch
etwas f8; enthielt. Durch Vergleich mit teilsynthetisch bereitetem Material konnte
aber wahrscheinlich gemacht werden, dass f, mit dem noch nicht beschriebenen
3-O-Isovaleryl-lupeol (6) identisch ist.

2.3. Untersuchung des Atherextrakies. Eine direkte Trennung erfolgte nur beim
Material aus Probe a). Bei Probe b) wurde zwecks Priifung auf Pregnanderivate zu-
nichst sauer und dann alkalisch hydrolysiert. Das gesamte Material aus Probe a)
(ca. 6,363 g) enthielt neben Cardenoliden auch KEDDE-negative Stoffe. Zur Trennung
wurde wieder an Al,0; und an SiO, chromatographiert, worauf sich die folgenden
5 krist. Cardenolide isolieren liessen: D (Xysmalogenin (7)), E (nicht identifiziert),
F (nicht identifiziert, evtl. Derivat von Xysmalogenin-g-D-sarmentosid), G (Peri-
plogenin (9)) und K (Strophanthidin (11)). Ferner wurden drei KEDDE-negative Kri-
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stallisate €, & und ¢ erhalten, die im DC nur einen Fleck gaben, von denen ¢ aber nach
Massenspektrum ein Gemisch von 4 Sterinen (f-Sitosterol, Stigmasterol, Campe-
sterol und Cholesterol)'®2) darstellte. Ein dhnliches Gemisch aus drei Komponenten
(B-Sitosterol, Stigmasterol und Cholesterol im Verhiltnis 3:2:0,7) stellt nach LINDE
et al. [13] «p-Sitosterol» aus Digitalis canariensis var. isabelliana dar. Auch ¢ erwies
sich im Massenspektrum als ein Gemisch von 4 Komponenten, denen vermutlich die
Summenformeln CyH, 05 (402), CogH 50, (416), CogHygO, (428) und CygHgy O, (430)
zukommen, Die entsprechenden Molekel-Ionen sowie die Bruchstiicke M — H,0O und
M - 2H,0 sind deutlich sichtbar. Daher besitzen alle diese 4 Stoffe die beiden Sauer-
stoffatome in Form von 2 Hydroxylgruppen, und es handelt sich bei diesem Gemisch
moglicherweise um Monohydroxy-Derivate der im Kristallisat ¢ enthaltenen Sterin-
komponenten (Cholesterol, Campesterol, Stigmasterol, f-Sitosterol und evtl. Raum-
isomeren). Substanz ¢ wurde nur in sehr geringer Menge isoliert und wurde nicht
weiter untersucht.

Einige KepDE-negative Fraktionen, die stark positive Xanthydrol-Reaktionen
zeigten, wurden mild sauer hydrolysiert, worauf sich im PC (in zwei Systemen)[14]
vier Zucker nachweisen liessen (Fig. 4). Drei davon zeigten Laufstrecken wie Cyma-
rose (Z-1), Oleandrose (Z-2) und Digitoxose (Z-4), der vierte (Z-5) lief etwas langsamer
als Digitoxose, wurde aber nicht identifiziert. Die bei der Hydrolyse erhaltenen
Genine waren ein Gemisch vieler Stoffe, das nicht getrennt wurde.

2.4. Untersuchung des Chloroformextraktes. Auch hier wurde nur Probe a) direkt
getrennt. Das Material zeigte im PC eine grosse Anzahl von Flecken (E-Q), von denen
aber nur H, I und K stark waren. Es wurde an Al,O,4 chromatographiert, worauf sich
diese drei Stoffe in reinen Kristallen isolieren liessen. H und I konnten nicht identifi-
ziert werden, K war mit Strophanthidin (11) identisch.

2.5. Untersuchung des Chf-Alk-(2:1)-Extraktes. Dies stark polare Material enthielt
nach PC (Fig. 3) 6 Stoffe (R, (S), T, U, V, W). Eine Probe davon wurde mit Schnecken-
ferment1?) abgebaut, worauf sich im PC die Stoffe D (Xysmalogenin (7), F (vielleicht
ein Derivat von Xysmalogenin-§-D-sarmentosid), G (Periplogenin (9)), H (nicht iden-
tifiziert) und K (Strophanthidin (11)) nachweisen liessen.

Eine weitere Probe (3 g) des Materials wurde direkt an SiO, chromatographiert,
worauf sich die fiinf folgenden Stoffe in Kristallen isolieren liessen: R (Xysmalogenin-
B-D-glucosid = Xysmalomonosid (8) [18], [19]), T (nicht aufgeklirt), U (Glucosid von
H), V (Periplogenin-f-p-glucosid (10) [22], [23}) und W (Strophanthidin-g-p-glucosid
(12) [261).

2.6. Untersuchung des Chf-Alk-(3:2)-Extrakts. Dies sehr stark polare Material
zeigte im PC (Fig. 3) nur einen starken (W) sowie 5 schwache Flecke (V, X, Y, Z und
Z"). Eine kleine Probe wurde wieder mit Schneckenferment abgebaut, worauf sich im
PC nur K (Strophanthidin (11)) nachweisen liess. Eine grossere Probe (4,7 g) wurde
direkt an feuchtem Al,O, chromatographiert, worauf sich eine reichliche Menge (ca.
1,2 g) reines W (Strophanthidin-g-p-glucosid (12)) in Kristallen isolieren liess.

183} Tn diesem Gemisch konnten noch weitere Isomere (z. B. Clionasterol) enthalten sein, was
nicht gepriift wurde. Wir danken Herrn Dr. A. GEoRrG, Onex (Genéve) auch hier bestens, dass
er uns auf diese Moglichkeit aufmerksam machte.

19} Flussiges Fermentpriparat aus dem Hepatopankreassaft der Weinbergschnecke (Helix poinatia),
bezogen von der Firma C. F. BoEHRINGER & SOHNE GMBH, Mannheim.



Volumen 50, Fasciculus 7 (1967) — No. 223

N,

(R = H) f-Amyrin

2119

1 4 (R = H) Lupeol
Smp. 199,5-200° [ + 88,4 Chf] [15] Smp. 215° [+ 27,2 Chf] [15]
2 (R = Ac} 3-O-Acetyl-f-amyrin 5 (R = Ac} 3-O-Acetyl-lupeol
Smp. 241° [+ 81,4 Chf] {15] Smp. 218° [+ 47,3 Chf] [15]
3 (R = COCH,CH(CH,),) 3-O-Isovaleryl- 6 (R = COCH,CH(CH,),) 3-O-Isovaleryl-
-f-amyrin ;. Smp. 174-175°20) lupeol (nicht rein isoliert)
0.0 (ONGP )
~Ne—o N
NN N NN '\/
OH ’ l OH
RO” "X Ro/\/(_h/
7 (R = H) Xysmalogenin 9 (R = H) Periplogenin
Smp. 230-248° [+ 19 Alk] [16] Smp. 185° [+ 30 Alk] [20] [21]
Smp. 253-259° [+ 17 Me] [17]
8 (R = Glu) Xysmalogenin-§-b-glucosid 10 (R = Glu) Periplogenin-g-p-glucosid
Smp. 256-258° [~ 24,5 Py] [18]21) Smp. 195-200° [22]
Smp. 242-259° [ - 29,9 Me-Chi-(1:1)] {19] Smp. 230-235°/259-262° [1- 0 Me] [23]22)
0. O
_..._| Die Zahlen in langen eckigen Klammern
(”) ~ geben die spez. Drehung fiir Na-Licht
HC im angegebenen Loésungsmittel an
NS (Abkiirzungen siche Exper. Teil).
OH
Glu = g-p-Glucopyranosyl-Rest
RO NI
OH
11 (R = H) Strophanthidin
Smp. 169-170/232° [24]
Smp. 136-138/220-230° [ + 40,8 Alk] [25]
12 (R = Glu) Strophanthidin-g-p-glucosid

Smp. 234-236° [+ 21 W] [26]

Smp. 234-238° [+ 20,6 W] [+ 16,9 Me] [27]

2.7. Orientierende Priifung der Ather- und Chloroform-Extrakte auf KEDDE-negative
Stoffe. Hierzu wurde das Material aus Probe b) verwendet. Die Absicht war festzu-
stellen, ob neben den Cardenoliden auch noch Pregnanderivate vorhanden sind, wie
sie in vielen Asclepiadaceen angetroffen werden. Zu diesem Zweck wurde der Ather-
extrakt aus Probe b) zunichst mild sauer hydrolysiert [28], wobei rohe Zucker und

20) Siehe Exper. Teil dieser Arbeit.
21y Hier noch als Glykosid HPU 14 bezeichnet.
22) Unterschiedliche Smp. durch Kristallwassergehalt bedingt [23).
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Tabelle 2. Eigenschaften und Ausbeuten dev ans 960 g getvocknetey Wuvzeln von

Glossostelma carsoni (Probe a) isolierten Stoffe

Identifiziert mit  Smp. E Bewiesene Ausbeute Geschatzte
g ¥ oder erkannt als  [alp '_‘cl> = (in Klammern: an iso- totale, in 960 g
8 2 (in Klammern: o 5 g ®©8N vermutete) lierten ‘Wurzeln vor-
g 5 pur auf Grund é a2 2 -§ ¥ -% Bruttoformel Kristallen handene
58 von g =4 ‘:';:d = *E E Molgewieht Menge
& & PCoder DC) Me XE &8 in mg inmg in %
Be 3-O-Isovaler- 150- — - — CgsHy50, 60 3000 0,312
yl-f-amyrin 155° 510,81
B (3-O-Isovaler- - - - (CysHisO,) - 700 0,073
yl-lupeol) 510,81
o 3-O-Acetyl-8- 232- - - - CyoH;5 0, 35 5100 0,530
amyrin 234° 468,74
Ya 3-0-Acetyl- 216- - - — CyoHy, O, 38 5600 0,580
lupeol 218° 468,74
o, B-Amyrin 183- — - - CyoHgpO 17 430 0,045
184° 426,70
Sy Lupeol 211- -~ - - CyoHy0O 17 430 0,045
213° 426,70
€ B-Sitosterol182) CooH,,O
(414,69)
Stigmasterol CyoHyO
142— - - - (412,67)
Cholesterol 148° CapH,eO 30 50 0,0052
(386,64)
Campesterol CogH 5O
(409,66)
vermutlich
Gemisch von:
4 Hydroxy-g- CaoHy00,
Sitosterol (430,69)
Hydroxy- CopH 50,
stigmasterol 167- - - - (428,67)
Hydroxy- 172° CarH g0, 3 20 0,0021
cholesterol (402,64)
Hydroxy- CogH 50,
campesterol (416,66)
L nicht identifiziert 250— - - - 5 25 0,0026
252°
C (Digitoxigenin) + - - {Cy3H3,04) - 10 0,0010
374,50
b Xysmalogenin 220- + - - CygHgeO4 9 50  0,0052
235° 372,49
E nicht identifiziert 229- + + - 0,5 25 0,0026

236°
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Tabelle 2 (Fortsetzung)

Identifiziert mit  Smp. ,§:’ Bewiesene Ausbeute Geschitzte
g % oder erkanntals [«]p 3 E=IC] (in Klammern: an iso- totale, in 960 g
2 2 (in Klammern: o 5 g 08N vermutete) lierten Wurzeln vor-
g 5§ nur auf Grund é g2 28 %D-% Bruttoformel Kristallen handene
€% von A% L% £ E Molgewicht Menge
5 9 ag 8§88 £4
@ & PC oder DC) M X &9 in mg in mg in 9%
F nicht identifiziert 154- 4+ + - (C¢H50,1, H,O) 35 60  0,0062
156° 698,72
[—14,7° Me]
G Periplogenin 222- + - - Cy3Hy,O4 11 45 0,0047
228° 388,49
H nicht identifiziert 280- + - - (CosH305) 40 110  0,0115
288° 448,54
[+ 8.1 Me]
] nicht identifiziert 248- + - - (Cy5H;5,O4) 10 50  0,0052
258° 462,52
K Strophanthidin 150- + - - Cy3Hy,04 90 220  0,0230
155°/ 404,49
220-
230°
R Xysmalogenin- 263- + - + CyeH,y04 10 110  0,0115
p-D-glucosid 268° 534,63
T nicht identifiziert 275- + - - (CogHye0s) 50 210  0,0220
280° 464,54
191 (evtl. -p-Glucosid 175- + - + 12 290  0,0300
von H) 180°/
235-
245°
v Periplogenin-f-p- 225- + - + CapHyaO4o 7 20 0,0021
glucosid 230°/ 552,64
265—
280°
W Strophanthidin-  226— + - + CpoHy,014 1400 4400  0,4600
p-p-glucosid 230° 566,63
[+12,5 Me]
W’  Tetra-O-acetyl-  140- + - + CyyHgpO45 - - -
strophanthidin- 170°/ 734,77
p-p-glucosid 230-
240°
[+10,0 Chf]

rohe Genine erhalten wurden. Die Zucker zeigten im PC (Fig. 4) beim Entwickeln mit
Vanillin-Perchlorsidure [10] 4 blaugraue Flecke. Drei davon zeigten Laufstrecken wie
Cymarose (Z-1), Oleandrose (Z-2) und Digitoxose (Z-4). Beim vierten (Z-5) diirfte es
sich um ein Disaccharid gehandelt haben. Wir vermuten, dass auch Sarmentose dabei
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war, doch ldsst sich diese im Gemisch mit Oleandrose und Cymarose in den verwen-
deten Systemen nicht sicher differenzieren (vgl. Glykosid F).

Die bei der Hydrolyse erhaltenen rohen Genine wurden noch alkalisch hydroly-
siert, wobeil Cardenolide zerstért und in alkalilsliche Verbindungen {ibergefiihrt
wurden. Die so erhaltenen Neutralteile zeigten im DC zahlreiche Flecke, von denen
drei nach Laufstrecke und Farbung mit Lineolon [29], Sarcostin [30] und Desacetyl-
metaplexigenin [32] iibereinstimmten. Ein Versuch, aus dem Gemisch einen dieser
Stoffe durch Chromatographie priparativ zu isolieren, misslang.

In gleicher Weise wurde auch der Chloroformextrakt aus Probe b) verarbeitet,
doch liessen sich auch hier keine reinen Genine gewinnen. Die aus diesem Material
erhaltenen Zucker gaben ausser den obengenannten vier Flecken noch einen weiteren
Fleck (Z-3), der sich mit Vanillin-HCIO, braun firbte.

2.8. Zusammensetzung der isolierten Stoffe. Tabelle 2 gibt eine Ubersicht der Eigen-
schaften und Ausbeuten der isolierten Stoffe sowie eine rohe Schitzung?3) der in den
Wurzeln wirklich vorhandenen Menge. Tabelle 3 gibt die Farbreaktionen mit 84-proz.
H,SO,.

3. Besprechung der isolierten Stoffe. - Von den in reiner Form isolierten Sub-
stanzen konnten 10 (y,, y,, 6y, ds, D, G, K, R, V und W) mit bekannten Stoffen identi-
fiziert werden (vgl. Tabelle 2). Dies geschah durch direkten Vergleich mit authen-
tischem Material nach Mischprobe, PC, DC, teilweise auch nach IR.-Spektrum sowie
durch Herstellung von Derivaten. Der Stoff C war nur in sehr kleiner Menge an-
wesend, er wurde nicht rein isoliert, sondern nur nach PC als Digitoxigenin identifi-
ziert. Das Kristallisat ¢ konnte, wie oben erwihnt, auf Grund des Gas-Chromato-
gramms als Gemisch von vier Sterinen (vgl. Tabelle 2)!%2) erkannt werden. Das Massen-
spektrum (Fig. 12) steht damit in bester Ubereinstimmung. Auch das Priparat & war
auf Grund des Massenspektrums (Fig. 13) ein Gemisch von vier Stoffen, und zwar
liegen vermutlich Abkémmlinge der vier genannten Sterole vor, die jeweils noch eine
zusitzliche Hydroxylgruppe in unbekannter Stellung enthalten. Im Massenspektrum
sind ndmlich ausser den vier Molekelspitzen auch noch die um ein bzw. zwei Mol. H,O
drmeren Partikel deutlich sichtbar. Die in sehr geringer Menge isolierten Stoffe ¢ und
E sowie die beiden Triterpenderivate §, und f; werden im folgenden einzeln bespro-
chen. Nur bei 8, konnte die Struktur sicher, bei 8, weitgehend abgeklirt werden. Die
Untersuchung der Cardenolide ¥, H, I, T und U wird in der folgenden Mitteilung
besprochen.

B, = 3-O-Isovaleryl-B-amyrin (3). Der Stoff wurde zuerst als Mischkristallisat mit
dem isomeren 3-O-Isovaleryl-lupeol (8,) isoliert. Die chemische Natur wurde weit-
gehend an diesem Mischkristallisat ermittelt. Das Massenspektrum?%) zeigte eine
deutliche Molekelspitze bei m/e 510, eine schwache Spitze bei 408 (M — 102) sowie die
fiir pentacyclische Triterpene charakteristische Spitze [34] bei 218. Im UV .-Spektrum
war nur eine isolierte Doppelbindung sichtbar und im IR.-Spektrum (in KBr) eine

23) Die Schitzung beruht einerseits auf der isolierten Menge und andrerseits auf der Intensitdt der
Flecke im PC und DC. Bei den Aglykonen ist der glykosidisch gebundene Anteil nicht beriick-
sichtigt.

28) Wir danken Herrn Dr. J. SeiBL, Organisch-chemisches Institut der ETH, Zurich, auch hier
bestens fiir die Aufnahme dieses Spektrums.
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Fig. 7. IR.-Absorptionsspektrum von 3-O-Isovaleryl-B-amyrin

Obere Kurve: synthetisches Vergleichsmaterial, 1,06 mg fest in ca. 300 mg KBr, untere Kurve (6%
nach unten versetzt) : Substanz g, isoliert aus Glossostelma carsoni, 0,87 mg fest in ca. 300 mg KBr#).
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Fig. 8. I R.-Absorptionsspektrum von Substanz H (Pyip. PR-11), Smp. 280-288°, Struktur unbekannt,

0,75 bzw. 2,60 mg fest in ca. 300 mg KBr),
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Fig. 9. I R.-Absorptionsspektrum von Substanz I (Prap. PR-10), Smp. 248-258°, Struktur unbekannt,

0,75 mg fest in ca. 300 mg KBr).

%) Aufgenommen von Herrn K. AEGERTER auf einem PERKIN-ELMER-Zweistrahl-Gitter-Spektro-

photometer, Modell 125.
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Fig.10. I R.-Absorptionsspektrum von Substanz T (Prip. PR-20), Smp.275-280°, Strukiur unbekannt,
0,70 mg fest in ca. 300 mg KBr2).
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Fig. 11. UV.-Absorptionsspektven in Alkohol?8)

Kurve 4847: Genin I (Prip. PR-10), Smp. 245
258°, vermutliche Formel C,H,,Op (462,52);

loge bei 195 nm = 3,79; A4 — 216 nm (loge —

max
4,16); A5 — 300 nm (loge = 1,70).
Kurve 4833: Genin T (Prap. PR-20), Smp. 275~
280°, vermutliche Formel C,;H,,Op (464,54);

loge bei 195 nm == 3,77; lﬁ,}};
4,17); 5% — 279 nm (loge = 1,79).
Kurve 4773: Genin H (Prap. PR-11), Smp. 280~
288°, vermutliche Formel C,H,O, (448,54);
o< loge bei 195 nm = 3,75; 2% _ 2165 nm
(loge = 4,18).
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Estergruppe bei 1726 ¢m! sowie Banden einer Vinylgruppe (von Komponente g,
stammend) bei 877 cm—1. Nach energischer alkalischer Hydrolyse wurde ein Kristal-
lisat § erhalten, das im DC nur einen Fleck, entsprechend S-Amyrin und Lupeol,
zeigte. Auf SiO,-AgNQ, [11] liessen sich diese zwei Stoffe eindeutig nebeneinander

26) Aufgenommen von Herrn K. AEGERTER, Spektrallabor unseres Institutes, auf einem BECKMAN-
Spektralphotometer, Modell DK 2.
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Fig. 12. Massenspektrum vom Sievolgemisch ¢ (Pyip. PR-4)183), Smp. 142-748° 27,
Versuchsweise Zuordnung:

CaeHy0O CagHyO CysHygO CorH 0
B-Sitosterol Stigmasterol Campesterol Cholesterol
M 414 412 400 386
M — CH, 399 397 385 371
M - H,O 396 394 382 368
M - CH;-H,0 381 379 367 353
M - Seitenkette 273 273 273 273
M — Seitenkette — H,O 255 255 255 255
100
o Wi 2387
%0 2.5.67
80 Sterolgemisch > E
P {Prdp. PR-30)
e 70 Smp. 167-172°
2 60 g
H
y @
g = Be B M
20 ¥ |
0
i b, 0. el o e, ‘}‘ bl ! i v
o 20 40 63 80 00 120 %0 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 mfe
Fig. 13. Massenspehktrum vom Stevolgemisch & (Prdp. PR-30), Smp. 167-172° 27).
Versuchsweise Zuordnung:
CaeH 500, CagHygOy CosH g0, CorH g0,
M 430 428 416 402
M — H,0 412 410 398 384
M - 2H,0O 304 392 380 366
M — Seitenkette 289 289 289 289
M — Seitenkette — H,O 271 271 271 271
M — Seitenkette — 2H,O 253 253 253 253

27) Wir danken Herrn Dr. H. HUrzELER, Physiklabor der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, Basel,
auch hier bestens fir die Aufnahme dieses Spektrums. Es wurde mit einem Atias-Massen-

spektrometer Modell CH4, ausgeriistet mit Ofenionenquelle TO4 und SEV-Auffanger, bei
70 eV aufgenommen.
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nachweisen (Fig. 5). Hierauf wurde der Rest des urspriinglichen Mischkristallisates
ebenfalls an AgNO,-5iO, praparativ getrennt, wobei sich reines 8, in Kristallen und
nicht ganz reines f, in amorpher Form isolieren liessen. Teilsynthetisch aus reinem
B-Amyrin bereitetes 3-O-Isovaleryl-f-amyrin schmolz zwar etwas héher als das iso-
lierte Produkt §,; es war jedoch nach Misch-Smp., IR.-Spektrum und Laufstrecke im
DC auf Si0,-AgNOj, mit diesem identisch. Das reine Produkt zeigte im IR.-Spektrum
die Banden der Vinylgruppe nicht mehr.

By = vermutlich 3-O-Isovaleryl-lupeol (6). Der Stoff wurde nicht rein isoliert, nur
als amorphes Konzentrat. Teilsynthetisch wurde aus ¢ (= Gemisch von f-Amyrin und
Lupeol) das Gemisch der 3-O-Isovaleryl-Derivate bereitét. Es zeigte im DC auf SiO,—
AgNO, zwei Flecke mit gleicher Laufstrecke wie 8, und §,.

t = micht identifizierter Stoff. Von diesem Stoff wurden nur 5 mg isoliert. Auf
Grund der Farbreaktion (Tabelle 2) liegt kein Zuckerderivat und kein Cardenolid vor,
so dass es sich vielleicht um ein Pregnan-, Sterin- oder Triterpen-Derivat handelt.
Eine weitere Untersuchung musste unterbleiben.

Glykosid E. Auch von diesem Stoff wurde nur ca. 0,5 mg isoliert. Auf Grund der
Farbreaktionen (Tabelle 2) diirfte ein 2-Desoxyglykosid eines Cardenolid-Genins vor-
liegen.

4. Schlussfolgerung. — Wie aus Tabelle 2 ersichtlich, liessen sich in den Wur-
zeln von Glossostelma carsoni vor allem vier Stoffgruppen nachweisen. Es sind die
folgenden:

4.1. Pentacyclische Triterpene. Diese Stoffgruppe enthilt neben f-Amyrin und
Lupeol sowie ihren O-Acetylderivaten, die auch in anderen Asclepiadaceen nach-
gewiesen wurden, auch noch die zwei entsprechenden O-Isovalerylderivate, die bisher
nicht bekannt waren.

4.2. Sterole. Neben g-Sitosterol, Campesterol, Stigmasterol und Cholesterol, die
schon oft auch in anderen Pflanzen gefunden worden waren, wurde hier noch ein
Mischkristallisat ¢ gefasst, das vermutlich aus Dihydroxysterolen besteht, die sich
von den genannten vier Stoffen ableiten und eine zusitzliche HO-Gruppe an unbe-
kannter Stelle enthalten.

4.3. Cardenolide. Vor allem Xysmalogenin, Periplogenin und Strophanthidin, da-
neben in kleinen Mengen eine Anzahl nicht identifizierter Genine (H, I und T), die
vermutlich Acetylgruppen enthalten. Die genannten Genine liegen in den Wurzeln
teilweise in freier Form, grosstenteils aber als f-D-Glucoside vor. Daneben sind auch
kleine Mengen von 2-Desoxyglykosiden vorhanden. Hauptprodukt stellt das Stro-
phanthidin-$-p-glucosid dar, das hier erstmals in freier Form in Kristallen direkt aus
einer Pflanze isoliert wurde.

4.4. Esterglykoside von Pregnanderivaten. Diese sind nur in kleiner Menge anwesend
und liegen offenbar vorwiegend als Glykoside von 2-Desoxyzuckern vor. Auf Grund
von PC und DC handelt es sich um Derivate von Lineolon, Sarcostin und Desacetyl-
metaplexigenin, wie sie auch in anderen Asclepiadaceen vorkommen [35].

5. Vergleich mit den Stoffen aus Glossostelma spathulatum [3). — Diese zwei
nahe verwandten Pflanzen produzieren sehr dhnliche Stoffe. Ein genauer Vergleich
ist zwar unmoglich, da die Aufarbeitung verschieden durchgefiihrt wurde. Die frither
von MAULI ¢f al. [3] aus G. spathulatum isolierten Substanzen A und C konnten jetzt
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mit Xysmalogenin sowie mit unserem Genin H identifiziert werden. — In beiden
Pflanzen war aber Strophanthidin-f-p-glucosid die Hauptkomponente.

Wir danken dem BUNDESAMT FUR INDUSTRIE, GEWERBE UND ARBEIT, Bern, fiir einen Beitrag
zur Beschaffung des Pflanzenmaterials, und dem SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS fiir einen
Beitrag an die Kosten dieser Arbeit.

Experimenteller Teil

1. Allgemeine Angaben. - Es wurden folgende Abkiirzungen beniitzt: AcOH = Eisessig,
Ae = Diathylather, Ac,0 = Essigsdureanhydrid, Alk = Athanol, An = Aceton, Be = Benzol,
Bu = #=-Butanol, Chf = Chloroform, DC = Diunnschichtchromatogramm oder Diunnschicht-
chromatographie, Eg = Essigester, Fmd = Formamid, Fr = Fraktion{en), iPr = Isopropanol,
Me == Methylalkohol, Pe = Petrolither, Pn = Pentan, PC = Papierchromatogramm oder Papier-
chromatographie, p-TsOH = p-Toluolsulfonsiure, Py = Pyridin, To = Toluol, W = Wasser.

Die Schmelzpunkie wurden auf dem KoFLER-Block bestimmt und sind korrigiert. Fehlergrenze
in beniitzter Ausfithrungsform bis 200° 4+ 2°, dartiber ca. + 3°. Substanzproben zur Drehung
wurden 1 Std. bei 0,05 Torr und 70-80° getrocknet. Die Adsorptionschromatographien wurden nach
dem Durchlaufverfahren [36] an $iO, (MERCK, Korngrésse 0,05-0,20 mm) oder an Al,O, (neutral,
WoELM) durchgefithrt. Ausfithrung der Dinnschichtchromatogramme an Kieselgel G MERCK oder
Kieselgel G MERCK + AgNO, [12], der praparativen DC mit Fluoreszens-Indikator nach TSCHESCHE
et al. [37), der Tiipfelproben mit KEDDE-Reagens [6] auf Papier, der Zuckerpriifung {38], der Farb-
reaktion mit 84-proz. H,SO, [33] nach fritheren Angaben. Zur PC wurde WHATMAN-Nr.1-Papier
verwendet. Sichtbarmachung der Flecke auf Papier mit KEDDE-Reagens [6] oder mit SbCl,-
Losung (22%, in Chf) [39] und Erwédrmen auf 110°, im DC mit KEpDE-Reagens [6] oder mit 20-proz.
p-Toluolsulfonsdure in Alk und anschliessendem Erhitzen auf 110°. Gas-Chromatographie der
Sduren: Apparat: AERoGraPH Hy-FI 600 B, Siule: 10% Neopentylglykolsuccinat+ 29, HyPO,
auf Ziegelmehl (Firebrick) 60/80 mesh, 5" 1/8”, t = 120° [40]. Die Verhiltniszahlen bei Losungs-
mittelgemischen beziehen sich auf Volumenteile.

2. Extraktion und Trennungen. — 2.1. Extraktion der Wurzeln. 200 g in der Schlagmiihle ge-
mahlene Wurzeln der Probe a) von Glossostelma carsoni (N. E.Br.) BuLLock wurden in 800 ml mit
CO, durchspiiltem W eingeweicht und nochmals 30 Min. mit CO, durchspiilt. Hierauf wurde
mit 20 ml To versetzt und verschlossen 24 Std. im Kiithlraum stehengelassen. Die wisserige Suspen-
sion wurde mit 800 ml Alk versetzt, 30 Min. unter gelegentlichem Rithren auf 60° erwirmt und
tber Kieselgur (Celite 535) abgenutscht. Der Riickstand wurde mit 600 ml 75-proz. Alk versetzt
und obiger Vorgang wiederholt. Diese Prozedur wurde noch 5mal mit je 600 ml 96-proz. Alk
wiederholt. Die vereinigten Extrakte wurden im Umlaufverdampfer auf ca. 600 ml eingeengt.
Dieses Konzentrat wurde 5mal mit je 400 ml Pe, dann 6mal mit je 400 ml Ae ausgeschiittelt. Die
Ae-Ausziige wurden 2mal mit je 40 ml W, einmal mit 40 ml 2N Na,CQO,-Lésung und noch Zmal mit
je 40 ml W gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und im Rotationsverdampfer eingedampft. Die
wisserige Phase wurde nun 6mal mit je 400 ml Chf extrahiert (hierbei entstanden lastige Emul-
sionen, die sich nur sehr langsam wieder trennten) und mit denselben Waschwassern wie oben ge-
waschen. Dieser Vorgang wurde mit Chf-Alk-(2:1) und Chf-Alk-(3:2) wiederholt.

Bei der 2. Extraktion wurden 760 g gemahlene Wurzeln der Probe a) und bei der 3. Extraktion
660 g gemahlene Wurzeln der Probe b) verwendet. Ausbeuten an den div. Extrakten siehe theor.
Teil, Tabelle 1.

2.2. Auftrennung des Pe-Extrvaktes (s. Tab. 4).

Die Fr 3-4 (697 mg) wurden an 690 g SiO, (S-4)%8) chromatographiert. Die hierbei erhaltenen
Fr 1-26 (263 mg) und 32-38 (28 mg} wurden nicht weiter untersucht. Die Fr 27-31 (390 mg),
eluiert mit 250 ml Be, enthielten zur Hauptsache . Umkristallisieren aus Pe lieferte Misch-
kristallisat 8, Smp. 134-142°. Nach wiederholtem Umkristallisieren aus An sank der Smp. auf
128-130°; dies Praparat war aber immer noch ein Gemisch. Ein Teil des Rohproduktes (85 mg)
wurde an SiO,-AgNO, (S-8, Tabelle 5) getrennt.

Verseifung von Substanz § (PR-2). 15 mg Subst. f wurden in 3 ml iPr geldst und 1,5 ml 5-proz.
methanolische KOH-Lésung zugegeben. Die Losung musste 6 Std. unter Riickfluss kochen, bis
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Tabelle 4. (S-7) ). Chrvomatographie von 5 g Pe-Extrakt an 250 g Al,04 (Akt. I11)

Fr-Nr. Elutionsmittel Eindampfriickstand
250 ml/Fr
Menge Anzahl oder Art weitere
in mg der Flecke im DC Verarbeitung
1-2 Pe 34 o, B keine
34 Pe 697 (), B, (») Chromat. S-4
5 Pe-Be-(1:1) 1940 B,y Chromat. S-5
69 Pe-Be-(1:1) 281 ca. 10 keine
10-11 Be 436 4, (e) Chromat. S-6
12-15 Chf-Me-(4:1) 608 viele keine

die Verseifung quantitativ verlaufen war. Hierauf wurde zur Trockne eingedampft, mit W ver-
setzt und mit Chf ausgeschiittelt. Waschen, Trocknen und Eindampfen gab 10 mg Riickstand,
der aus Ae-Me kristallisiert wurde, Smp. 175-180°. Das Produkt war nach DC mit § identisch. —
Die wisserige Losung wurde mit 28y H,SO, angesduert und mit Ae ausgeschiittelt. Der Geruch von
Isovaleriansidure konnte deutlich wahrgenommen werden; Nachweis im Gas-Chromatogramm
(siehe Einleitung zum Exp. Teil).

Tabelle 5. (S-8). Chromatographie von 85 mg B (Fr 27-31, S-4) an 70 g Si0,+ 30 g AgNOy;
Elutionsmittel Be, 10 ml|Fr

Fr-Nr. Eindampfriickstand weitere Verarbeitung
mg Anzahl oder Art der
Flecke im DC
1-2 3 viele keine
3-6 68 b1 krist. An-Me Smp. 150-155°
7-8 19 Bis B keine
9-12 9 viele keine

Partialsynthese von 3-O-Isovaleryl-f-amyrin. 33 mg B-Amyrin??), Smp. 192-197°, wurden in
0,6 ml Py gelost und auf —20° abgekiihlt. 0,3 ml Isovaleriansdurechlorid wurde zugegeben und
24 Std. bei 20° stehengelassen. Es wurde in Ae aufgenommen, mit 2nx HCI, 10-proz. KHCO,-
Losung und W gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und eingedampft, wobei 203 mg rotbraunes Ol
anfielen. Durch Chromatographie an SiO, mit Be konnten 23 mg Ester erhalten werden. Kri-
stallsatiion aus An-Me gab feine Nadeln vom Smp. 174-175°.

Isolierung von Substanz . 1,65 g Fr 5 von S-1 (Tabelle 4) wurden an 90 g Al,O, (Akt. III)
chromatographiert (S-5). Die erhaltenen Fr 1-5 (890 mg) und 9-19 (690 mg) wurden nicht weiter
verarbeitet. Die Fr 6-8 (431 mg mit Pe eluiert) bestanden aus der Substanz y (Prip. PR-1) und
wurden aus Pe kristallisiert und aus An umkristallisiert; Smp. 211-214°. Auch hier handelte es
sich um Mischkristalle, die weiter aufgetrennt werden konnten (S-9, Tabelle 6}.

Verseifung von Substanz y (PR-T). Die Verseifung (6 mg) wurde gleich wie oben bei Subst. §
ausgefithrt. Sie war aber schon nach 15 Min. beendet. Es wurde analog aufgearbeitet, wobei 3 mg
einer Substanz anfiel, die im DC gleich lief wie Subst. §. ~ Zum Nachweis der Sdure wurde die
alkalische Losung eingedampft, der Riickstand mit W versetzt und die wisserige Losung mit Chf
ausgeschiittelt. Die wisserige Losung wurde eingedampft und bis zur neutralen Reaktion mit
Amberlite IR-120 (H-Form) versetzt. Im Gas-Chromatogramm wurde Essigsiure identifiziert.

2) S-1, S-2 usw. bedeutet Sdulenchromatogramm Nr. 1, Nr. 2 usw.
29) Wir danken Herrn Prof. Dr. O. JEGER, Org.-chem. Institut der ETH, Zirich, fir die Uber-
lassung dieses Priparates.

134
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Tabelle 6. (S-9). Chromatographie von 90 mg Subst. y (Fr 6-8, S-5) an 50 g Si0,+175 g AgNO,;
Elutionsmittel Be, 10 ml|Fr

Fr-Nr. Eindampfrickstand weitere Verarbeitung

mg Anzahl oder Art der
Flecke im DC

1-9 17 B, v, ©) keine
10-11 26 "1 15 mg Krist.,, Smp. 232-234°
12 6 Y1» Vo keine
13-14 38 (¥1)s 2 12 mg Krist.,, Smp. 216-218°
15-18 4 Va2, 0, € keine

Um noch mehr Subst. § (Prap. PR-3) (siehe Fr 10-11, Tabelle 4) zu erhalten, wurden nochmals
5 g Pe-Extrakt an 250 g Al,O,4 (Akt. II) (S-2) chromatographiert. Hierbei fielen 1271 mg Substanz
6 an, die aber noch 3 weitere Flecke enthielten (Fr 18-19, S-2), so dass nochmals an 60 g Al,Of
(Akt. III) (S-3) chromatographiert werden musste. Die hier erhaltene Fr 4, zur Hauptsache
Subst. § (400 mg), wurde nun zusammen mit 350 mg der Fr 10-11 (Tabelle 4) an 750 g SiO, (S-6)
chromatographiert. Die hierbei erhaltenen Fr 55-56 (mit Chf-Me-(97 :3) eluiert) enthielten 420 mg
Subst. §, die aber immer noch nicht ganz rein war und nochmals an 420 g SiO, (S-7) chromato-
graphiert wurde. Die nun anfallenden Fr 26-30 (319 mg mit Chf-Me (97:3) eluiert) enthielten
reines d. Es kristallisierte aus Ae-Me (Smp. 170-174°). Beim Umkristallisieren aus An sank auch
hier der Smp. auf 161-163°, d. h., dass es sich hier ebenfalls um Mischkristalle handelt. Im DC lauft
Substanz ¢ wie §-Amyrin und Lupeol. Diese Substanz ¢ wurde frither schon isoliert {41] und mit
«Scandol» bezeichnet. Es stellte sich heraus, dass dieses «Scandol» ein Gemisch von Lupeol und
B-Amyrin ist [42]. Wir fanden nun, dass ¢« Scandol» und seine Ester im DC und im Siulenchromato-
gramm mit SiO,+ AgNO, trennbar sind [12]. Die Fr 26-30 (S-7) konnten nun weiter aufgetrennt
werden (siche Tabelle 7).

Tabelle 7. (S-70). Chromatographie von 55 mg Subst. & (Fr 26-30, S-7) (= «Scandol») an 50 g SiO,+
15 g AgNO,; Elutionsmittel Chf, 5 ml|Fv

Fr-Nr. Eindampfriickstand weitere Verarbeitung

mg Anzahl oder Art der
Flecke im DC

1-30 7 viele keine
31-39 17 6 11 mg Krist., Smp. 183-184°
40-41 13 6., Oy keine
42-43 17 Jy 9 mg Krist.,, Smp. 211-213°
44-46 2 - keine

Acetylierung von Substanz 6 (Prdp. PR-3). 5 mg Subst. § wurden in 0,1 ml Py gelost, mit
0,05 ml Ac,O versetzt und bei 35° wihrend 24 Std. stehengelassen. Die Reaktion verlief quantitativ.
Aus An kristallisierten Nadeln vom Smp. 205-210°, die im DC wie Subst. y liefen.

2.3. Auftrennung des Ae-Extyaktes.

780 mg der Fr 9-12 wurden an 600 g SiO, chromatographiert (S-12) (Elutionsmittel Chf,
80 ml/Fr). Nur die hier erhaltenen Fr 49-50 (328 mg), die 7 Flecke enthielten, wurden an 320 g
Si0, mit Chf (30 ml/Fr) chromatographiert (S-13). Die hierbei erhaltenen Fr 79-83 (260 mg), mit
den Flecken (8), ¢, {, 7 wurden durch priparative DC aufgetrennt (siche Tabelle 9).
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Tabelle 8. (S-77). Chromatographiec von 6,2 g Ae-Extrakt an 1000 g SiO,;
Elutionsmittel Chf-i Pr-(95:5), -(9:1), -(1:7), 500 ml|Fr

Fr-Nr. Eindampfriickstand KEDDE- Xanthydrol- weitere
Reaktion  Reaktion Verarbeitung
mg Anzahl und Art der
Flecke im PC oder DC

14 71 viele - - keine

5-8 2171 viele - - keine

9-12 847 ». 4, e. 4‘. 7, 1) - - siehe S-12
13-17 414 10, (A), (B), (C), D, E, (K) + + s. Tabelle 10
18-26 573 viele ( ), (E), 712 (+) + s. Tabelle 12
27-36 919 8, (D), F, (G), (H), (K + + s. Tabelle 13
37-39 121 F &), (H), (K} + + s. Tabelle 15
40-46 160 ¥, G, (H) + + s. Tabelle 16
47-48 39 ca. 7 + / keine
49-55 510 ca. 9, K, 1, #1%) + / s. Tabelle 17
5660 209 viele + ] keine

Tabelle 9. Praparative Diinnschichtchromatographie von 230 mg Fr 79-83 (5-13) an 75 g Kieselgel G,
mit Fluoveszenzindikator [37], {aufgeteilt auf 5 Platten a4 20 x 20 cm); Fliessmittel Chf

Zone Eindampfriickstand weitere Verarbeitung
mg Flecke im DC
A 32 (), 6 keine
B 30 € 14 mg Krist., Smp. 142-148°
C 6 e & keine
D 21 ), (&), ¢ keine
E 108 &L keine

Tabelle 10. (S-74). Chromatographie von 400 mg Fr 13-17 (Tabelle 8) an
45 g ALO, (Akt. 111); 50 mi|Fr

Fr-Nr. Elutionsmittel Eindampfriickstand - —'lg ; weitere Verarbeitung
. 9
mg Anzahl und Art g § E é
der 99 H'g
R o d o
Flecke im PC M KM
14 Be 36 viele - / keine
5-8 Be-Chf-(9:1) 2 viele - / keine
9-12 Be-Chf-(4:1) 3 viele - / keine
13-17 Be-Chi-(2:1) 13 viele - / keine
18-20 Be-Chf-(1:1) 19 (®) + - 3 mg &, Smp. 167-172°
21-23 Be-Chi-(1:2) 24 5, (A), (B), D, (E) + / keine
24-25 Be-Chf-(1:4) 26 D, (E) + (+) 9 mg D, Smp. 220-235°
26-27 Be-Chf-(1:4) 12 4 + / keine
28-30 Be-Chi-(1:9) 29 3,E + + 0,5 mg E, Smp. 229-239°
31 Be-Chi-(1:9) 8 3 (+) + keine
32-37 Chf 95 1 - + milde saure Hydrolyse
38-50 Chf-Me-(9:1) 73 viele - + keine
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Die Keppe-negativen Fr 32-37 gaben im PC und DC nur einer Fleck. Wie die milde saure
Hydrolyse bewies, handelt es sich jedoch um ein Gemisch.

Milde saure Hydrolyse von Fr 32-37. 6 mg Substanz wurden nach Vorschrift [28] hydrolysiert
und gaben 3,3 mg Genine und 1 mg Zucker. Eine Wiederholung mit 20 mg gab 9 mg Genine und
3 mg Zucker. Die Genine gaben im PC 2 Flecke, im DC sogar 12 Flecke. Auf eine Trennung wurde
verzichtet. Das Zuckergemisch gab im PC 4 Flecke. Durch PC (Fig. 4) [14] und Papierelektro-
phorese [43] konnten Cymarose, Oleandrose und Digitoxose identifiziert werden. Beim vierten
Fleck, mit kleinerer Laufstrecke als Digitoxose, handelt es sich vermutlich um ein 2-Desoxy-
disaccharid.

Milde saure Hydyolyse des Ae-Extraktes (aus Probe b). 475 mg Extrakt wurden in 20 ml Me
und 20 ml 0,1~ H,SO, wie oben hydrolysiert. Die Aufarbeitung gab 345 mg rohe Genine, die nach
UV. keine Benzoesdure-Derivate enthielten, sowie 60 mg Zucker (Identifizierung der Zucker siehe
theor. Teil).

Alkalische Hydrolyse der evhaltenen Genine. 200 mg Genine wurden in 7 ml 5-proz. methanoli-
scher KOH in Ny-Atmosphére 5 Std. unter Riickfluss gekocht, 5 ml W zugegeben und auf 4 ml
eingeengt. Die alkalisch-wisserige Suspension wurde it Chf, dann mit Chf-Alk-(2:1) ausge-
schiittelt, die organischen Phasen mit W gewaschen, getrocknet und eingedampft. Erhalten wur-
den 80 mg Chf-losliche Anteile und 60 mg Chf-Alk-16sliche Anteile. Die verbleibende alkalische
Phase wurde mit 80-proz. HyPO, bis zur kongo-sauren Reaktion angesduert und mit Chf ausge-
schiittelt. Die Chf-Losung wurde mit W gewaschen, getrocknet und eingedampft. Der Riickstand
(Séuren und Lactone) wog 10 mg und wurde nicht weiter untersucht.

Tabelle 11. (S-75). Chromatographie von 55 mg Chf-Alk-ldslichen Awnteilen aus der alkalischen
Hydyolyse des Ae-Extraktes an 55 g 5i0,; Elutionsmittel Chf-Me-(9:7), 10 mi|Fr

Fr-Nr. Eindampfriickstand Bemerkungen
mg Anzahl der Flecke im DC
1-18 24 viele nicht weiter untersucht

19 2 1 liuft wie Desacetylmetaplexigenin,
gleiche Farbe mit p-TsOH

20-22 2 3 nicht weiter untersucht

23-25 2 1 lauft wie Sarcostin,
gleiche Farbe mit »-TsOH

26-35 22 viele nicht weiter untersucht

Die 80 mg Chf-1slichen Anteile aus obiger alkalischer Hydrolyse wurden auch chromato-
graphiert (S-16). Es wurden aber keine reinen Fraktionen erhalten und die Flecke konnten auch
im DC nicht identifiziert werden.

Tabelle 12. (S-17). Chvomatographie von 310 mg Fr 18-26 dev Tabelle 8 (S-17) an
37 g Al,04 (Akt. I); 30 ml|Fy

Fr-Nr. Elutionsmittel Eindampfriickstand KEDDE-  weitere Verarbeitung
Reaktion
mg Anzahl und Art
der Flecke im PC
1-11 Be-Chi-(4:1) 37 6 — keine
12-19 Be-Chf-(2:1) 42 9 + keine
20-24 Be-Chf-(1:2) 27 5,(C), (E), (D) + keine
25-31 Be-Chf-(1:4) 84 1 — milde saure Hydrolyse
32-39 Chf-Me-(98:2) 27 6 + keine
40-60 Chf-Me-(4:1) 58 viele - keine
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Fr 25-31 liefen im DC gleich wie die Fr 62-37 (Tabelle 10). 58 mg davon wurden mild-sauer
hydrolysiert und lieferten 33 mg rohe Genine. Nach DC bestanden sie aus sehr vielen Komponenten.
Ein Versuch zur Trennung an SiO, gab keine reinen Stoffe.

Tabelle 13. (S-18). Chromatographie von 400 mg Fr 27-36 der Tabelle 8 an 400 g Si0,;
Elutionsmittel Chf-Me-(95:5), 50 ml|Fr

Fr-Nr. Eindampfriickstand weitere Verarbeitung
mg Flecke im PC
KEDDE-positiv KEDDE-negativ
1-36 98 (H) 4 keine
37 55 (H) 3 keine
3842 178 F, (G), (H) 3 s. 5-19, Tabelle 14
43-70 49 viele viele keine

Tabelle 14. (S-79). Chromatographie von 170 mg Fr 3842 der Tabelle 13 an 200 g SiO,;
Elutionsmittel Chf-Me-(97:3), 20 ml|Fr

Fr-Nr. Eindampfriickstand KEDDE- weitere Verarbeitung
Reaktion

mg Anzahl und Art der
Flecke im PC

1-56 20 viele - keine
57-75 46 1, (3 schwache) — keine
76-79 12 H, (3 schwache) + keine
80 5 viele + keine
81-88 25 F, G H + keine
89-95 12 F, G H + keine
96-127 31 F, (G), (H) + F krist.,, Smp. 154-156°
128-140 22 viele + keine

Tabelle 15. (S-20). Chromatographie von 45 mg Fy 37-39 der Tabelle 8 an
48 Al,0, (Akt. I11); 10 ml|Fr

Fr-Nr.  Elutionsmittel Eindampfrickstand weitere Verarbeitung

Menge Anzahl und Art der
inmg  Flecke im PC

KepDE-positiv. KEDDE-negativ

1-8 Chif-Be-(3:2) 8 keine viele keine

9-12 Chf-Be-(4:1) 3 F, G keine keine
13-16 Chf-Be-(9:1) 8 F keine F krist., Smp. 150-155°
17-20 Chit 3 F, G, H, (K) keine keine
21-24 Chf-Me-(9:1) 8 keine 1 keine (krist. nicht)
25-30 Chf-Me-(1:1) 11 keine viele keine
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Tabelle 16. (S-27). Chromatographie von 130 mg Fr 40-46 der Tabelle 8§ an

7 g Al,0, (Akt. III); 50 ml|Fr

Fr-Nr. Elutionsmittel  Eindampfrickstand weitere Verarbeitung
mg Anzahl und Art der
Flecke im PC
KEDDE-positiv. KEDDE-negativ
1-8 Chf-Be-(7:3) 20 viele viele keine
9-11 Chf-Be-{4:1) 13 G keine G krist., Smp. 222-228°
12-16 Chf 10 (F), G, (H) keine keine
17 Chf-Me-(9:1) 11 keine 2 keine
18-22 Chf-Me-(4:1) 9 keine viele keine
23-25 Chf-Me-(1:1) 43 keine viele keine
+5% AcOH
Tabelle 17. (S-22). Chromatographie von 450 mg Fr 49-55 der Tabelle 8§ an
40 g ALO, (Akt. 1I); 50 mi|Fy
Fr-Nr. Elutionsmittel  Eindampfriickstand weitere Verarbeitung
mg Anzahl und Art der
Flecke im PC
KEDDE-positiv. KEDDE-negativ
1-5 Chf 50 keine 6 keine
6 Chi-Me-(99:1) 46 K keine K krist.,, Smp. 143-150°/
220-230°
7-8 Chf-Me-(99:1) 14 K, (L), (M) 4 keine
9-12  Chi-Me-(98:2) 21 (K), (L) 2 keine
13-15 Chf-Me-(95:5) 24 (L) (3), ¢ ¢ krist., Smp. 250-252°
16-18 Chf-Me-(93:7) 13 keine keine
19-34 Chf-Me-(70:30) 49 (L), (M) viele keine
35-55 Chf-Me-(1:1) 196 keine viele keine
+5%, AcOH

2.4. Trennung des Chf-Extraktes.

Tabelle 18. (S-23). Chromatographie von 3,9 g Chf-Extrakt an 250 g Al,O; (Akt. 111); 50 ml/Fr

Fr-Nr. Elutionsmittel Eindampfriickstand weitere .
mg Anzahl und Art der Flecke im PC Verarbeitung
KEDpDE-positiv. KEDDE-negativ
1-2 Chi-Be-(1:1) 184 keine viele keine
3-8 Chi-Be-(3:2) 67 keine 3 keine
9-17 Chi-Be-(9:1) 36 E 4 keine
18-22 Chi 54 E, G 7 keine
23 Chf-Me-(99:1) 45 I keine 10 mg Krist.,
Smp. 248-258°
24 Chf-Me-(99:1) 103 H, (I) keine 40 mg krist. H.,
Smp. 280-288°
25-26 Chf-Me-(98:2) 39 H, K 8 keine
27 Chf-Me-(98:2) 75 (H), K, (L) keine 15 mg krist. K, Smp.
150-155°/220-225°
28-29 Chf-Me-(98:2) 192 H), K, (L), (N) 1 keine
30--52 Chf-Me-(2:1) 357 (H-Q) viele keine
53-54 Chf-Me-(1:1) 964 keine viele, keine
+5% AcOH z.T. Phenole
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Milde saure Hydvolyse des Chf-Extraktes (aus Probe b). 430 mg Extrakt wurden nach fritheren
Angaben mild sauer hydrolysiert und lieferten 280 mg rohes Acylgenin-Gemisch und 30 mg Zucker.

Alkalische Hydrolyse. 260 mg des obigen Acylgenin-Gemisches wurden alkalisch hydrolysiert
(sieche Ae-Extrakt) und lieferten 66 mg Chf-l6sliche und 61 mg Chf-Alk-(2:1)-16sliche Anteile,
Beide Anteile zeigten im DC soviele Flecke, dass von einer Auftrennung abgesehen werden
musste.

2.5. Untersuchung des Chf-Alk-(2:1)-Extraktes. — Probefermentierung. 10 mg Extrakt wurden in
1 ml Me-W-(1:1) gelost, das Me im Vakuum entfernt und die Lésung mit 0,1 ml wisserigem
Schneckenferment-Priparat1®) versetzt. Die Losung wurde 3 Tage bei 35° stehengelassen. Dzs PC
zeigte dann fast keine Ausgangssubstanz mehr. Als Hauptfleck wurde Strophanthidin festgestellt.

Tabelle 19. (S-24). Chromatographie von 3 g Chf-Alk-(2:1)-Extvakt an 2 kg SiO,;
Elutionsmittel Chf-Me-(85:15), 150 ml|Fr

Fr-Nr. Eindampfriackstand weitere Verarbeitung
mg Anzahl und Art der
Flecke?) im PC
1-27 148 viele keine

28-76 603 R, (5. T, U (V) siehe Tabelle 20

77-88 192 UV, W keine

89-90 15 v 7 mg krist. V, Smp. 225-230°/265-280°

91-95 180 V), W, (X), (Y) keine

96-119 669 W, (X) 250 mg krist. W, Smp. 221-225°
120-160 653 W, (X), (Y), (Z), (Z") keine

Fermentierung von Fr 28-76 (Tabelle 19). 18 mg wurden mit Schneckenferment 3 Tage stehen-
gelassen. Die wisserige Losung wurde zur Trockne eingedampft und mit Chf ausgeschiittelt. Es
wurden 8 mg Genine erhalten, die im PC (System von Fig. 2} die Flecke D, (F), G, H und (K)
zeigten. Die Zucker zeigten im PC als Hauptfleck Glucose und sehr schwach noch Glucomethylose.

Um die Fr 28-76 von den Phenolen zu befreien, wurde an AL,O, (Akt. I1I) chromatographiert,
worauf noch 280 mg Glykosidgemisch zuriickblieb, das weiter aufgetrennt wurde (Tabelle 20).

Tabelle 20. (S-25). Chromatographie von 280 mg vorgereinigter Fy 28-76 der Tabelle 19 an 250 g S5i0,;
Elutionsmittel Chf-Me-(9:1), 25 mijFr

Fr-Nr. Eindampfriickstand weitere Verarbeitung
mg Anzahl und Art der
Flecke®) im PC

1-52 78 viele keine
53-70 62 T, (R), (S) 50 mg krist. T, Smp. 275-280°
71-77 8 R,S§ T, U keine
78-83 12 R, (8), (U) 10 mg krist. R, Smp. 263-268°
84-95 24 R, U keine
96-98 14 U, (R), (S) 12 mg krist. U, Smp. 175-180°/235-245°
99-130 96 S, U, (V) keine

2.6. Untersuchung des Chf-Alk-(3:2)-Extraktes. Auch hier wurde eine Probe mit Schnecken-
ferment abgebaut, worauf im PC ausschliesslich Strophanthidin festgestellt werden konnte. 4,7 g
wurden zweimal an Al,O, (Akt. III) mit Chf-Me-(1:1) chromatographiert, worauf 1,2 g kristalline
Substanz W vom Smp. 226-230° isoliert werden konnte.
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3. Beschreibung der isolierten Stoffe. — Substanz f§, = 3-O-Isovaleryl-f-amyvin (3) (aus
Glossostelma cavsont). Aus An farblose Nadeln, Smp. 150-155°.

CyHyO, (510,81)  Ber. C 82,29 H 11,44%  Gef. C 82,20 H 11,41%

(Analyse des Gemisches von Subst. 8, und f§,.)
Verseifung liefert f-Amyrin und Isovaleriansdure.
3-0-Isovaleryl-B-amyvin (3) (synthetisch). Aus An farblose Nadeln, Smp. 174-175°. Misch-Smp.
mit Substanz §;: 165-170°. Gleiches IR.-Spektrum und gleiche Laufstrecke im DC (SiO,-AgNO,).
Substanz y, = 3-0-Acetyl-f-amyrin (2). Aus An farblose Nadeln, Smp. 232-234°. Smp. von
auth. 3-O-Acetyl-f-amyrin2?): 241-242°; Misch-Smp. 237-238°.
CyH,,0, (466,74)  Ber. C 81,99 H 11,189%  Gef. C 81,97 H 11,10%

(Analyse des Gemisches von Subst. y; und y,.)

Im DC (SiO,-AgNO,) gleiche Laufstrecke wie 3-O-Acetyl-f-amyrin. Verseifung liefert 8-Amyrin.

Substanz y, = 3-O-Acetyl-lupeol (5). Aus An farblose Nadeln, Smp. 216-218°, Analyse siche
Subst. y,. Identifiziert durch Smp., Misch-Smp., DC (mit AgNO,}, Verseifung zu Lupeol und
Acetylierung von Lupeol zu y,.

Substanz 6; = B-Amyrin (1). Aus An-Me Nadeln, Smp. 183-184°.

CaoHjO (426,70)  Ber. C 84,44 H11,819%  Gef. C 82,80 H 11,77%

{Analyse des Gemisches von Subst. §, und 6,.)

Identifiziert durch DC (Si0,-AgNQ,) und Acetylierung zu 3-O-Acetyl-f-amyrin.

Substanz 6, = Lupeol (4). Aus An-Me Nadeln, Smp. 211-213°. Identifiziert durch Smp.,
Misch-Smp., DC (SiO,-AgNO,) und Acetylierung zu 3-O-Acetyl-lupeol.

Substanz €. Kvist. Stevolgemisch (Prip. PR-4). Aus Ae-Me Plattchen, Smp. 142-148°. Zeigt im
DC (Fig. 6) gleiche Laufstrecke und Firbung wie Stigmasterol. Nach Gas-Chromatogramm?3)
liegt ein Gemisch von Campesterol, Stigmasterol, §-Sitosterol182) und Cholesterol vor. Auf die Be-
stimmung der Anteile der Komponenten wurde verzichtet. Massenspektrum siehe Fig. 12. Die
Molekel-Ionen zeigen die folgenden relativen Intensititen: f-Sitosterol (37,1), Stigmasterol (24,9),
Campesterol (27,9) und Cholesterol (10,1).

Substans &, Krist. Stevolgemisch (Prép. PR-30). Aus An Nadeln, Smp. 167-172°, Laufstrecke
im DC vgl. Fig. 6. Massenspektrum siehe Fig. 13. Die Molekel-Ionen zeigen die folgenden rel.
Intensitaten: 430 (33,4), 428 (34,5), 416 (24,6) und 402 (7,6). Vermutlich Hydroxyderivate der im
Sterolgemisch ¢ vorkommenden Stoffe.

Substanz 1. Aus An Nadeln, Smp. 250-252°. Laufstrecke im DC vgl. Fig. 6.

Substanz D = Xysmalogenin (7) (Prip. PR-6). Aus Me-Ae Prismen, Smp. 220-235°. Identifi-
ziert durch Misch-Smp., Laufstrecken im PC und DC (SiO,-AgNQ,) und Farbreaktion mit 84-proz.
H,S0,. Nach gleichen Kriterien identisch mit Subst. A von MauLt et al. {3].

Substanz E (Prdap. PR-7). Krist. aus Me-Ae-Pe, Smp. 229-239°. Nach Xanthydrolprobe
wahrscheinlich ein 2-Desoxyglykosid. Laufstrecke im PC vgl. Fig. 1 und 2. Nicht weiter unter-
sucht, da nur 0,5 mg isoliert.

Substanz F (Prdp. PR-8). Aus Me-Ae farblose Nadeln, Smp. 154-156°, [«]p = —14,7° & 3°3)
(¢ = 0,24 in Me).

CaeHss001, H,O (698,72)3%)  Ber. C 63,32 H 8,56%  Gef. C 63,49 H 8,32% %)

Laufstrecke im PC vgl. Fig. 1 und 2, Farbreaktion vgl. Tabelle 3.

Substanz G = Periplogenin (9) (Prip. PR-9). Aus An-Me, Smp. 222-228°. Identisch mit auth.
Periplogenin nach Smp., Misch-Smp., Farbreaktion (vgl. Tabelle 3) und Laufstrecke im PC (vgl.
Fig. 1 und 2).

30) Wir danken Herrn Dr. Ex. WEIss bestens fiir die Bestimmung der Zusammensetzung dieses
Gemisches. Aufnahmebedingungen wie bei [44].

31) Wir danken Frl. Dr. R. REUBKE und Herrn P. BADER, Analyt. Labor der CIBA AKTIENGESELL-

SCHAFT, Basel, bestens fiir die Bestimmung dieser Drehung. Dazu diente ein lichtelektrisches

CaRrL-ZE18s-Prizisionspolarimeter 0,005°.

Hypothetische Formel.

33) Wir danken Herrn Dr. H. WAGNER, Mikroanalyt. Labor, J. R. GEicY AG, Basel, firr die Aus-
{uhrung dieser Ultramikroanalyse. Es diente dazu ein C, H, N-Analyser PERKIN-ELMER.

az

=
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Substanz H (Prip. PR-17). Aus Me-Ae Prismen, Smp. 280-288°, [«]¥ = 48,08 + 2° (¢ =
1,0 in Me).

CypHyO, (448,54)%%)  Ber. C 66,94 H 8,09%  Gef. C 66,45 H 8,25% %)

IR.-Spektrum vgl. Fig. 8, UV.-Spektrum vgl. Fig. 11, Farbreaktion vgl. Tabelle 3, Lauf-
strecken im PC vgl. Fig. 1 und 2.

Substanz I (Prip. PR-70). Aus Me-Ae Prismen, Smp. 248-258°.

CpsHa, 05 (462,52)%%)  Ber. C64,92 H 7,41%  Gef. C64,15 H 7,66% %)
IR.-Spektrum vgl. Fig. 9, UV.-Spektrum vgl. Fig. 11, Farbreaktion siehe Tabelle 3, Laufstrecken
im PC vgl. Fig. 1 und 2.

Substanz K = Strophanthidin (11) (Prdp. PR-72). Aus Me-Ae Prismen, Smp. 150-155°/220-
230°. Identisch mit auth. Strophanthidin nach Misch-Smp., PC (Fig. 2) und Farbreaktion (Tab. 3).

Substanz R = Xysmalogenin-§-D-glucosid = Xysmalomonosid [19] (8) (Prip. PR-18). Krist.
aus Me-Ae, Smp. 263-268°. Abbau mit Schneckenferment gibt Xysmalogenin. Identisch mit auth.
Material nach Misch-Smp. und Laufstrecke im PC (vgl. Fig. 3).

Substanz T (Prép. PR-20). Aus Me-Ae, Smp. 275-280°.

CosHyagOy (464,54)32)  Ber. C64,63 H 7,819%  Gef. C 65,24 H 7,969%,33)

Mit Schneckenferment nicht abbaubar. IR.-Spektrum vgl. Fig. 10, UV.-Spektrum vgl. Fig. 11,
Farbreaktion vgl. Tabelle 3, Laufstrecke im PC vgl. Fig. 3.

Substanz U (Prip. PR-22). Aus Me-Ae, Smp. 175-180°/235-245°, Abbau mit Schnecken-
ferment gibt im PC Fleck H. Laufstrecke im PC vgl. Fig. 3.

Substanz V = Periplogenin-f-D-glucosid (10). Aus Me-Ae, Smp. 225-230°/265--280°. Identisch
mit auth. Material nach Smp., Misch-Smp., Laufstrecke im PC (vgl. Fig. 3) und Abbau mit
Schneckenferment zu Periplogenin.

Substanz W = Stvophanthidin-ff-n-glucosid (12). Krist. aus Me-Ae, Smp. 226-230°. [a)} =
+12,5° 4 2° (¢ = 1,0 in Me). Identisch mit auth. Material, nach Smp., Misch-Smp., IR.-Spek-
trum, Laufstrecke im PC (vgl. Fig. 3) und Tetra-O-acetyl-Derivat.

Substanz W’ = Tetra-O-acetyl-strophanthidin-f-D-glucosid. 50 mg Substanz W wurden in
0,5 ml Py gelost, mit 0,4 ml Ac,O versetzt und 3 Tage lang bei 35° stehengelassen. Dann wurde im
Vakuum zur Trockne eingedampft und aus Me-Ae kristallisiert. Smp. 140-170°/230-240°, [«]® =
+10,0° 4 2° (¢ = 1,0 in Chf). Identisch mit auth. Material, nach Smp., Misch-Smp., Drehung und
Laufstrecke im PC und DC.

Die Mikroanalysen wurden von Herrn E. THOMMEN im Mikrolabor unseres Institutes ausge-
fithrt.

SUMMARY

Pentacyclic triterpenes, sterols, cardenolides and pregnane derivatives could be
identified in extracts from roots of Glossostelma carsoni (N.E.Br.) Burrock. From
the first group, the following substances could be isolated in crystalline form:
f-amyrin, lupeol, their 3-O-acetyl derivatives, and 3-O-isovaleryl-f-amyrin. The
sterols were isolated in the form of two mixed but crystalline fractions. The less polar
fraction was shown to be a mixture of §-sitosterol, campesterol, stigmasterol, and
cholesterol (stereoisomers are not excluded); the more polar fraction is probably a
mixture of monohydroxy derivatives of the four above mentioned sterols.

Of the cardenolides, the following could be isolated : xysmalogenin, periplogenin,
strophanthidin, the cardenolides E, F, H, I and T of unknown structure, as well as the
f-D-glucosides of xysmalogenin, periplogenin, strophanthidin and probably of H
(= Substance U). Digitoxigenin could only be identified through paper chromato-
graphy. The pregnane derivatives, which were present as ester glycosides, yielded
after acidic followed by alkaline hydrolysis the genins lineolon, sarcostin and deacetyl-
metaplexigenin, and the 2-deoxy sugars cymarose, oleandrose and digitoxose, all of
which were identified only through paper and thin layer chromatography.
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