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3. Inhaltstoffe der Wurzeln von Murguretta roseu 0Ziv.l) 
Glykoside und Aglykone, 323. Mitteilung2) 

von D. Sierp, W. Stocklin und T. Reichstein 
Institut ftir Organische Chemie der Universitat Basel 

(29. X. 69) 

Summary, The roots of Margaretta rosea Oliv., subsp. rosea Bullock contain cardenolides mixed 
with Kedde negative ester glycosides. 6 Cardenolides were identified by paper chromatography 
(PC) and thin layer chromatography (TLC). Three of them were free aglycones (uzarigenin (l), 
corotoxigenin (3) and coroglaucigenin (5)’ the other three their corresponding 6-deoxy-p-~-allo- 
pyranosides (ascleposide (2), gofruside (4) and frugoside (6). Only two cardenolides (1 and 5) were 
isolated in crystalline form. The behaviour of the more polar portion of the glycoside mixture shows 
that D-gluco derivatives of a t  least 5 of the 6 cardenolides mentioned were also present. 

The Kedde negative glycosides were a complicated mixture containing mainly 2,6-dideoxy- 
sugars linked to  esterified polyhydroxy-pregnanes. After mild acid hydrolysis cymarose, oleandrose 

1) Auszug aus Diss. D. Sierp, Basel 1967. 
2, 322.Mitt.: Elber et al. [l]. 
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and digitoxose could be identified by PC and TLC. From the crude aglycone portion only one 
cristalline genin (M) could be isolated. This was still a mixture, but its main component according 
to the mass spectrum was a monobenzoyl derivative C,,H,,O,. - A small amount of cristalline 0- 
acetyl-/I-amyrin was isolated from the least polar components. 

Margaretta rosea O h .  (Asclepiadaceae) ist eine polymorphe, besonders im nordli- 
chen Teil des tropischen Afrikas (Nigeria, Kamerun, Sudan, Uganda, Kenya, Tan- 
ganjika, Njassaland, Mozambique, Rhodesia, Katanga) heimische Staude. Nach dem 
Bliitenbau unterscheidet Bullock [a] zwei Unterarten, sztbsp. rosea und subs#. bidens, 
die auch geographisch teilweise getrennt sind. Eine orientierende chemische Priifung 
einer Probe aus Siidrhodesien, wo nach Bullock die subsp. rosea wachsen soll, erfolgte 
durch Absich et al. [3]. Danach waren die Wurzeln frei von Alkaloiden aber sehr reich 
an Glykosiden, die viel 2-Desoxyzucker sowie Cardenolide enthielten. Uber weitere 
chemische Untersuchungen ist uns nichts beltannt. Wir beschreiben hier eine orientie- 
rende praparative Analyse der Wurzeln. 

Beschaffung des Ausgangsmaterials. - Zur Verfiigung standen: a) 1700 g ge- 
trocknete Wurzeln; b) 600 g getrocknete Blatter und Zweige. 

Das Material wurde von Herrn Dr. Pels-Evam beschafft. Die Pflanze ist schwer zu 
sammeln, da sie verstreut, nur einzeln oder in kleinen Bestanden wachst. Das ge- 
nannte Material wurde innerhalb von 6 Jahren an iiber 20 Stell.cn zuerst siidlich von 
Umtali (Siidrhodesien) gesammelt und gehort nach seinen Angaben durchweg zur 
subsp. rosea3). Es erreichte uns am 14. 3.  1962 in ausgezeichnetem Zustand. Fig.1 
zeigt ein Herbarmuster. Bisher wurde nur ein Teil der Probe a) untersucht. 

Extraktion und Vortrennung der Extrakte. - 524 g Wurzeln wurden gepulvert 
und nach friiher beschriebener Methode [4] (nach Reinigung mit Pb(OH),) extrahiert. 
Uber die Ausbeuten orientiert Tabelle 1. Dort sind auch einige Farbreaktionen sowie 
die Ergebnisse der Priifung im Papierchromatogramm (PC.) und Diinnschichtchro- 
matogramm (DC.) wiedergegeben, die teilweise erst nach praparativer Vortrennung 
ein brauchbares Ergebnis lieferten. 

Praparative Trennungen. - Die weitere Untersuchung war durch den Umstand 
erschwert, dass alle vier Extrakte neben Cardenoliden relativ viel andere Glykoside 
enthielten, die mit Kedde-Reagens keine Farbung gaben. Eine Aufklarung gelang bis- 
her nur bei einigen Vertretern der erstgenannten Gruppe. Ferner konnte gezeigt wer- 
den, dass es sich bei den Kedde-negativen Glykosiden vorwiegend urn Esterglykoside 
handelt, wie sie auch in zahlreichen anderen Asclepiadaceen gefunden wurden [8]. - 
Im folgenden wird die Untersuchung der vier Extrakte einzeln besprochen. 

Untersuchung des &her-Extraktes. - Dieses Material zeigte im DC. ca. 11 Flek- 
ke, von denen sich aber nur drei (A, B, C) mit Keddc-Reagens anfarben liessen. Es 
wurde zunachst an SiO, chromatographiert. Aus den leichter eluierbaren Anteilen 
wurden etwas Kristalle (X) isoliert, die als 3-0-Acetyl-@-amyrin [9] identifiziert wer- 
den konnten. Von den Cardenoliden konnte A in Kristallen isoliert und mit Uzarigenin 

3) Herr Dr. I .  B. Pole-Evans, zuletzt wohnhaft in Umtali, Stid-Rhodesien, hat uns im Laufe der 
letzten 18 Jahre eine sehr grosse Zahl von teilweise sehr seltenen Pflanzen geschickt. Er  war 
einer der besten Kenner der siidafrikanischen Flora und ist leider nach langerer Krankheit im 
Alter von 89 Jahren am 16. Oktober 1968 im Spital von Umtali verstorben. Wir werden ihm ein 
ehrendes Gedenken bewahren. 
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Fig. 1. Margaretta rosea Olav., subspec. rosea Bullock 
Herbarmuster mit Bltiten. leg. I .  B. Pole-Evans Nr. 5333 from the foot hills South of Umtali (Siid- 

rhodesien, kein Datum, erhalten 14.3.1962) 

(1) identifiziert werden. Die nur in kleinen Mengen vorhandenen Stoffe B und C wur- 
den papierchromatographisch als Corotoxigenin (3) und Ascleposid (2) identifiziert. 
Ferner wurden bei dieser Chromatographie noch kleine Mengen von zwei weiteren 
Cardenoliden B 1 und B 2 sichtbar, die als Autoxydationsprodukte des Corotoxigenins 
erkannt werden konnten. 

Urn einen Einblick in den Bau der Kedde-negativen Anteile zu erhalten, wurden 
die Xanthydrol-positiven Anteile, nach weitmoglichster Abtrennung des Uzarigenins, 
nach steigender Polaritat in 3 Gruppen (Gr. 1, Gr. 2 und Gr. 3)  zusammengefasst und 
nach einem Vorversuch jede Gruppe einer milden sauren Hydrolyse*) unterworfen. 
Uber das Ergebnis orientiert Tabelle 2. Wie daraus ersichtlich, wurde jeweils ein be- 
trachtlicher Teil (bei der Gruppe 2 und 3 ca. 50%) des Gewichtes an Zuckern abge- 
spalten. Bei der Prufung eines solchen Zuckergemisches (aus Vorversuch entspr. Fr 

4) Ausfiihrung nach Rangaswamz & Reachstein [lo]. 
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20 von Gruppe 2) im PC. und durch Elektrophorese konnten Cymarose, Oleandrose 
und Digitoxose eindeutig nachgewiesen werden. Abwesend waren die Isomeren dieser 
Hexosen, ebenso Pachybiose [ll], vermutlich auch ahnliche Disaccharide1*). Von den 

Tabelle 1. Ausbeuten an rohen Extrakten aus 524 g Wurzelpulver von Margaretta rosealO) 

Art des Extraktes Ausbeuten Kedde- Farbung rnit Xanthydrol- 
i n g  in yo Reaktion [S] 6, SbCl, [6] 7, Reaktion [7] @) 

Flecke im PC.") Flecke im DC. *) 

Ae- 4,94 0,94 + schwarzgrau + 
Chf- 2,13 0,41 + +  schwarzgrau + +  
Chf-Alk-(Z:l)- 1,99 0,38 + +  schwarzgrau + +  
Chf-Alk-(3:2)- 0,89 0,17 + +  schwarzgrau + 

A, B, C nicht aufgelost 

(C), D, E 

G u. weitere nicht gepriift 

hochpolare Stoffe nicht geprift 

F, T u. andere 

Total 9,95 1,90 

Tabelle 2. Milde saure Hvdrolvse von GrubBen des A therextraktes 

Nachweis Vorversuch 1. Haupt- 2. Haupt- 3. Haupt- 
PC. bzw. Fr. 20 versuch versuch versuch 
DC. Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 

Fr. 15-18 Fr. 19-23 Fr. 24-34 
Menge Menge Menge Menge 
in mg in yo in mg in yo 

Flecke Flecke Flecke 
in mg in % in mg in yo 

Eingesetzte Menge 413 545 935 1121 
Ae-Chf-(4: 1)- 210 = 50.7% 453 = 83% 421 = 45% 444 = 39,6% 

Chf- Auszug DC. -la) -12) -12) 95 = 8.5% 
Auszug DC. K, (L), M, N, (A), 0 meherell) K, (L), M, N, 0 0, P 

0, p 
Zuckersirup PC. 195 = 47,2y0 -13) -13) -1s) 
roh vgl. Text 

~~ ~ 

Spaltstticke total 405 = 97,9y0 

Dieses Reagens gibt mit allen Butenoliden eine violette Farbung. Empfindlichkeit im PC. ca. 
0,005 mg. 
Bei Nachweis mit Kedde-Reagens, wobei fast nur die Cardenolide erfasst werden. 
Unspezifisches Reagens, gibt mit allen 2-Desoxyzuckern und ihren Glykosiden eine braungraue 
Farbung. Eine gleiche Farbung gibt Sarcostin, andere stark hydroxylierte Steroide geben mei- 
stens auch Farbungen. 
Bei Nachweis durch Spriihen mit 20-proz. p-Toluolsulfonsaure in Alkohol rnit anschliessendem 
Erhitzen auf 120", wobei praktisch alle Stoffe sichtbar werden. 
Dieses Reagens gibt mit allen 2-Desoxyzuckern und ihren Derivaten eine Rotfarbung. 
Abkiirzungen vgl. Einleitung zum Experimentellen Teil. 
Mehrere Flecke weniger polar als K;  dieses Material wurde nicht weiter untersucht. 
In diesem Versuch wurde das Hydrolysat nicht rnit reinem Chloroform ausgeschtittelt. 
Die Zucker wurden in diesem Versuch nicht isoliert. 
Bisher wurden nur die Zucker aus der besonders grossen Fr 20 untersucht. Es ist durchaus mog- 
lich, dass die hoher polaren Glykosidfraktionen (Gr. 3) noch andere Zucker enthalten haben. 
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rohen Geninen wurden bisher nur diejenigen aus Gruppe 2 weiter untersucht. Im DC. 
(Fig.2 und 3) gaben sie 5 Flecke (K, (L), M, N und 0). Im PC. (Fig.8) liess sich der 
Fleck M in zwei Flecke M 1 und M2 auflosen. Durch Chromatographie an vie1 feinem 
SiO, nach Duncan [12] konnte eine teilweise Trennung erreicht werden. Ausser etwas 
Uzarigenin (A) wurde aber nur Substanz M (Gemkch von M 1 und M2) in Kristallen 
erhalten, die zwei weiteren Hauptkomponenten K und N in amorpher aber chroma- 
tographisch einheitlicher Form. Sie wurden bisher nur durch ihre Laufstrecke im DC. 
und PC. charakterisiert (vgl. Fig.2, 3 und 8). Bisher gelang es bei keiner dieser drei 
Substanzen (K, M und N), sie mit Stoffen bekannter Strukturen zu identifizieren. 
Zum Vergleich dienten insbesondere eine Reihe von Pregnanderivaten, wie sie aus 
anderen Asclepiadaceen erhalten worden waren. Wie aus Fig. 2 und 8 ersichtlich, sind 
in keinem Fall identische Laufstrecken feststellbar, und dort wo diese ahnlich sind, 
bestehen deutliche Unterschiede bei der Farbung der Flecke rnit SbC1, (vgl. Tab. 4). 
Wir vermuten, dass es sich bei diesen drei Geninen um Ester handelt, denn bei alkali- 
scher Verseifung entstanden Sauren und Neutralstoffe. Die Sauren waren ein Gemisch, 
das neben den aliphatischen Vertretern (Geruch nach Isovaleriansaure) auf Grund des 
UV.-Spektrums kleine Mengen von Benzoesaure enthielt ; es wurde nicht weiter ge- 
trennt. Die Desacylgenine gaben sowohl im DC. wie im PC. wieder mehrere Flecke, die 
sich von den ursprunglichen Geninen (K, L, M, N, 0, P)15) unterscheiden und die 
ebenfalls bisher rnit keinem der unten genannten Pregnanderivate identisch waren 
(vgl. Fig. 2, 4 und 9). Einige zusatzliche Anhaltspunkte ergaben sich bei der Prufung 
des krist. Materials M. 

Untersuchung der Substanz M (Gemisch van M 1 und M 2).  Eine Trennung der Kom- 
ponenten M I  und M2 war bei der vorliegenden kleinen Menge nicht moglich, daher 
musste das Gemisch untersucht werden. Nach dem UV.-Spektrum lag ein Benzoyl- 
derivat vor. Die Extinktion wurde sehr gut auf ein Mono-0-benzoylderivat der For- 
me1 C28H380, (M = 486) passen (vgl. Massenspektrum). Auch im 1R.-Spektrum (vgl. 
Fig. 11) sind entsprechende Banden deutlich sichtbar. Das Massenspektrum (Fig. 12) 
ware ebenfalls mit der Annahme vertraglich, dass die Hauptkomponente von M die 
angegebene Formel besitzt. Falls dies zutrifft, ware im Spektrum die Spitze des Mole- 
kel-Ions kaum sichtbar, die ausserst starke Spitze bei mle = 364 wurde dann einem 
Bruchstuck der Formel C,,H,,O, entsprechen, das durch Abspaltung von einem Mol 
Benzoesaure entstanden ist. Dieses Resultat spricht sehr stark dafur, dass die Haupt- 
komponente von Substanz M ein benzoyliertes Pregnanderivat C,,H,O, darstellt. 
Mogliche Struktur vgl. Diskussion des Massenspektrums bei Fig. 12. 

Desacylgenine. Nach Kochen von Substanz M rnit KOH in Methanol wurden im 
DC. 3 Flecke erhalten, davon war einer nur sehr schwach (vgl. Fig. 5) ; alle drei zeig- 
ten kurzere Laufstrecken als M, was ebenfalls dafiir spricht, dass Substanz M einen 
Ester darstelltle). Ferner gaben sowohl die Subst. K, wie ein Gemisch der Stoffe K 
und N, nach alkalischer Hydrolyse ein Desacylgenin-Gemisch, das sowohl im PC. wie 
im DC. dieselben 3 Flecke (sowie einen zusatzlichen sehr schwachen vierten) lieferte 

15) Genin P war nur in den Geninen aus Gruppe 3 nachweisbar. 
16) Viele Asclepadaceen enthalten 14,9-Hydroxy-pregnan-ZO-on-Derivate, die bei Behandlung rnit 

Alkali ein Gleichgewichtsgemisch der zwei an C-17 isomeren Stoffe liefern [13]. Ob die zwei 
Hauptflecke, die aus M nach alkalischer Verseifung entstehen, zwei solchen Isomeren entspre- 
chen, ist aber fraglich. 
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(vgl. Fig.5). Dies zeigte, dass diese Stoffe alle dasselbe Genin oder dieselben zwei 
Hauptgenine enthalten wie M und sich nur durch die Estergruppen voneinander, so- 
wie von M, unterscheiden. 

Untersuchung des Chloroform-Extraktes. -Dieses Material zeigte im DC. (Fig. 7) 
vier Flecke (T, D, F und E), von denen aber nur D und E rnit Kedde-Reagens ange- 
farbt wurden. Wie sich spater zeigte, war T ein Gemisch (es zeigte stark positive 
Xanthydrolreaktion und diirfte vorwiegend Esterglykoside enthalten haben). Zur 
praparativen Trennung wurde das Material (2,13 g) in 3 Portionen an SO, nach 
Duncan [12] chromatographiert, wobei sich D in Kristallen isolieren und rnit Coro- 
glaucigenin (5) identifizieren liess. Die an F und E angereicherten Fraktionen wurden 
durch Chromatographie an A1,0, weiter getrennt, wobei sich diese zwei Stoffe in 
amorpher aber papierchromatographisch nahezu reiner Form erhalten liessen. E wur- 
de nach DC. und PC. in zwei Systemen mit Gofrusid (4) identifiziert (Laufstrecken 
und Farbungen rnit p-Toluolsulfonsaure bzw. SbC1, waren jeweils gleich). Das Prapa- 
rat zersetzte sich beiin Stehen; es ist bekannt, dass Gofrusid sehr autoxydabel ist. 
Auch das Konzentrat von F zersetzte sich, bevor es weiter untersucht werden konnte. 

Untersuchung des Chloroform-Alkohol-(2: 1)-Extraktes. - In diesem Material 
wurden nur die Cardenolide untersucht. Im PC. zeigte es bei Entwicklung mit Kedde- 
Reagens nur drei starke Flecke (G, Q und R, vgl. Fig. 10, erste Bahn). Von diesen liess 
sich G durch direkten Vergleich im PC. rnit Frugosid (6) identifizieren. Nach Einwir- 
kung einer geeigneten Glucosidase (((Cellulase))) 17) verschwand der starke Q-Fleck 

Tabelle 3. Die aus 524 g Wurzeln von Margaretta rosea in reiner oder annahernd reiner Form iso- 
lierten Stoffe 

Stoff und event. Identifizierung Isolierte Schatzung 
Stoffgruppe Bezeichnung Smp. Bruttoformel Menge der in 524 g 

La] D inmg Wurzeln 
(in wirklich vor- 
Klam- handenen 
mer = Mengel*) 
amorph) inmg i n %  

Cardenolide A = Uzarigenin 243-253 O C23H3,0, 47 200 0,04 
(Kedde-positiv) D = Coroglaucigenin 210-215/241-246" Cz3H3,0, 127 350 0,07 

E = Gofrusid nicht krist. C2QH,,0Q (46) 100 0,02 
Kedde-negative Subst. K - - (67) 100 0,02 
Genine Subst. M 129-131" CzsH3s0, ( ? )  16  100 0,02 

[+ 11,6 An]19) 
Subst. N - - 40 60 0,01 
X = 3-0-Acetyl-8- 219-226" C3,H,,0z ( ? )  5 100 ( ? )  0,02 
amyrin 

[+21,6Mel 

17) Ein B-Glucosidase-Praparat aus einer Aspergillus spec.. bezogen von der Schweit. Ferment AG.,  

18) Schatzungen auf Grund der Ausbeuten und der Starke der Flecke in1 PC. und DC., sol1 nur un- 

18) Wir danken auch hier Frl. Dr. R. Reubke und Herrn P. Bader, Analyt. Laboratorium der CIBA 

Basel. 

gefahre Grossenordnung angeben. 

A ktiengesellschaft, Basel, bestens fur die Ausfiihrung dieser Messung. 
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(Fig. 10, dritte Bahn), dafiir zeigten sich zwei neue sehr starke Flecke (Fig. 10, zweite 
Bahn), von denen einer der Subst. D (Coroglaucigenin) entsprach, wahrend der 
schwachst polare sich in anderen Systemen (vgl. Exp. Teil) in drei Flecke (A, C und 
E2) auflosen liess. Diese entsprachen den Stoffen Uzarigenin = A (1) und Ascleposid 
= C (2), wahrend E 2  ein Autoxydationsprodukt von Gofrusid = E darstellt, da es 
auch aus diesem beim Stehen in Losung entsteht. Der Chf-Alk-(Z: 1)-Extrakt diirfte 
daher neben Frugosid (G) und dem nicht identifizierten hochpolaren Stoff R in reich- 
licher Menge noch die D-Glucoside des Uzarigenins, Ascleposids und Coroglaucigenins 
enthalten haben. Moglicherweise war auch noch eine kleine Menge eines D-G~UCO- 
gofrusids anwesend. 

Untersuchung des Chloroform-Alkohol-(3: 2)-Extraktes. - Dieses stark polare 
Material gab im PC. im System von Fig. 10 (vierte Bahn) nur einen fast stationaren 
Fleck. Nach Fermentierung mit (( Cellulase )) l7) verschwand dieser praktisch voll- 
standigZ0) (Fig. 10, sechste und siebente Bahn). Dafiir entstanden zwei neue starke 
Flecke, die den Stoffen D (Coroglaucigenin) und G (Frugosid) entsprachen. Der ge- 
nannte Extrakt diirfte daher an Cardenoliden vor allem die D-Glucoside dieser zwei 
Stoffe enthalten haben 21). 

Ausbeuten. - Uber die Ausbeuten der in reiner oder nahezu reiner Form isolierten 
Stoffe orientiert Tab. 3, dort ist auch eine rohe Schatzung des wirklichen Gehalts an- 
gegeben. 

Diskussion der Resultate. - Auf Grund der vorliegenden Untersuchung enthalten 
die Wurzeln von Margaretta Yosea neben freien Cardenoliden reichliche Mengen von 
Glykosiden. Diese leiten sich teilweise von Cardenoliden ab, teilweise liegen Ester- 
glykoside vor. Identifiziert wurden 6 bekannte Cardenolide, namlich 3 Genine (Uzari- 
genin (l), Corotoxigenin (3) und Coroglaucigenin (5)) sowie ihre drei 6-Desoxy-~-allo- 

1 (R = H) = Uzarigenin 3 (R = H) = Corotoxigenin 5 

2 (R = 6-Desoxy-allo- 4 (R = 6-Desoxy-allo- 6 

F. 230-246' [+ 14 Alk] [lo] 

pyranosyl-Rest) = pyranosyl-Rest) = 
Ascleposid F. 248-251" Gofrusid F. 250-257" 
[ - 27,2 Me] [15] [ - 5,l  Me] [18] [17] 

F.  221" [+ 43,O Me] [16] [17] 

Die Zahlen in langen eckigen Klammern geben die 
spez. Drehung fur Na-Licht in den vermerkten 
LosungsmittelnlO) an. 

7 

(R = H) = Coroglaucigenin 
F. 249" [+ 23 Me] [16] [17] 

(R = 6-Desoxy-allo- 
pyranosyl-Rest) = 
Frugosid F. 160-238" 
[- 17 Me] [19] [17] 

(B-~-Glucopyranosyl-6- 
desoxy-D-allopyranosyl- 
Rest) = Glucofrugosid 

[ - 7,2 Me] [14] 
F. 187-190"/265-285° 

aa) Das am Start verbleibende Material farbte sich mit Kedde-Reagens nur noch braun. 
21) Kiirzlich isolierte J .  Peh& [14] aus Asclepias luterosa L .  ein 8-n-Gluco-frugosid (7). 
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Fig. 8-10 sind BeisPiele f u r  Papierchromalogramme lo), schematisiert, aber rnassgetreu. Ausfiihrung 
absteigend nach fruheren Angaben [21]. Bei Fig.8 und 9 wurden die Papiere zur Impragnierung 
mit Formamid kurz durch ein An-Fmd-(4: 1)-Gemisch gezogen. Bei Fig. 10 wurde das Papier, 

22) Fliessmittel war nur zu 80% mit Formamid gesattigt. 
2*) Nachweis mit SbCI,'). 
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Whatman Nr. 1, mit genau gewogener Menge Wasser beladen (30% des Trockengewichtes). Fig. 10 
gibt das Ergebnis nach fermentativem Abbau mit tCellulases17). 
KST-1 = Anhydrohirundigenin, C,,H,,O,, aus Vincetoxicum hirundinaria Med. [22] 
KST-5 = Hirundigenin, C21H3005. aus Vincetoxicum hirundinaria Med. [22] 
KST-23 = Vincetogenin, C,,H,,O,, aus Vincetoxicum hirundinaria Med. [22] 
F' = 3fl-Hydro~y-d~~-5cc-pregnen-20-on [23] 
H = 38,14B-Dihydroxy-5a, 17a-pregnan-20-on [24] 
J = Subst. J von R. Elber, vermutlich 38, 88, 148-Trihydroxy-5 a, 17 a-pregnan-20-on [23] 
HRa = Benzoylramanon = 3~,14~-Dihydroxy-12~-benzoyloxy-d6-pregnen-ZO-on [25] 24) 

Sar = Sarcostin = vermutlich 38, 88, Up, 348,178,20 S-Hexahydroxy-d6-pregnen [26] [27] 
5aDHS = 5a-Dihydrosarcostin = vermutlich 38, 88, 128,148, 17,8,20S-Hexahydroxy-5cr-preg- 

Lin = Lineolon = vermutlich 38, 88, 128, 14,8-Tetrahydroxy-d5-17a-pregnen-20-on [28] [27] 
IDPII  = Ramanon (= Isodigipurpurogenin 11) = 38, 128, 14~-Trihydroxy-d5-17a-pregnen-20- 

nan [26] [27] 

on 129126) . -  

IDC = Isodesacylcynanchogenin = vermutlich 38, Sg, 128, 14~-Tetrahydroxy-d5-pregnen-20- 
on [301 [31lZ4) 

~ .. . 

DPI 
DMG 

D P I I  

= Digipurpurogenin I = 38,12a, 14,3-Trihydroxy-d5-pregnen-20-on [29] 25) 

= Desacetylmetaplexigenin = vermutlich 38, 88, 128, 14,9,17,9-Pentahydroxy-d5-preg- 

= Digipurpurogenin I1 (= Isoramanon) = 3~,12/3,14~-Trihydroxy-d5-pregnen-20-on 
nen-20-on [25] 24) 

i29126) 

Fig. 11. IR.-Absorptionsspektrum von Substanz M (Prap. DS-6),  Smp. 129-131" (Gemisch der Kom- 
ponenten M I  und M 2 ) ,  7,06 mgfest in ca. 300 mg K B r Z 6 )  

Versuchsweise Zuordnung (cm-l) : 3060 = CH aromatisch; 1702 >C=O Ester aromatisch; 1598 
und 1582 C=C aromatisch; 1274 >C=O Ester aromatisch; 708 monosubstituierter Benzolring. 

Diskussion des Massenspektrums vorz Substanz M ,  Fig. 12 (S. 37) 

Versuchsweise Zuordnung: 486 = M ;  468 = M-H,O; 453 = M-H,O-CH,; 440 = M-H,O 
- CO (od. M - HCOOH ?I ; 382 event. Desacylgenin; 364 = M - C,H,COOH : 349 = 364 - CH, 
(m*gef.:335;ber.:334,6);346 = 364-H20 (m*gef.:329;ber.:328,9);331 = 349-HZO(m*gef.: 
314; ber.: 314,Z); 328 = 346-H20; 322 = 364-C,HZO; 318 = 346-CO (od. 364-HCOOH); 
313 = 331-H,O (m* gef.: 296; ber.: 296); 306 = 349-43 (CH,CO); 303 = 346-43 (CH,CO); 
285 = 328 - 43 (CH,CO) od. 303 - H,O; 282 = 349 - C4H30 ( ? ) ; 279 = 346 - C4H,0 ( ? ) ; 265 = 

24) Wir danken Herrn Prof. H .  Mitsuhashi, Faculty of Pharmaceutical Sciences, Hokkaido Uni- 

25) Wir danken Herrn Prof. R. Tschesche, Bonn, auch hier bestens fur die Uberlassung dieser Probe. 
ze) Aufgenommen von Herrn K. A egerter auf einem Perkin-Elmer-1R.-Gitterspektrophotometer- 

versity, Sapporo (Japan) bestens fur die Uberlassung von Vergleichssubstanzen. 

Modell 125. 
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Tabelle 4. Farbungen nach Entwickeln mit SbCl, [6] und p- Toluolsulfonsaure 

Substanz im Dunnschichtchromato- im Papierchromato- 
gramm mit fi-Toluolsulfon- 
slure 

gramm mit SbCl, 

Substanz K 
Substanz L 
SubstanzM (Ml+M2) 
Substanz N 
Substanz 0 
Substanz P 
Substanz a 

Substanz H (RKE 3) [24] [23] 
Substanz J (RKE 11) [23] 
Substanz F’ (RKE 9) [23] 
Benzoylramanon [25] 
Sarcostin [26] [27] 
5a-Dihydrosarcostin [26] [27] 
Lineolon [28] [27] 
Desacetylmetaplexigenin [25] 
Isodesacylcynanchogenin [30] [31] 
Digipurpurogenin I [29] 

Digipurplrogenin I1 [29] 

Isodigipurpurogenin I1 [29] 

Anhydrohirundigenin [22] 
Hirundigenin [22] 
Vincetogenin [22] 
A = Uzarigenin [lo] 
B = Corotoxigenin [16] 
C = Ascleposid [15] 
D = Coroglaucigenin [16] [17] 
Substanz F 
E = Gofrusid [18] [17] 
G = Frugosid [19] [17] 

hellrot-ziegelrot-braunrot 
gelb 
gelb 
hellrot-ziegelrot 
hellrot 
grauviolett 
braun-oliv oder orange- 
gelbbraun-violettrot 
rotlich-braun-beige 
blaugriin-braungriin 
hellbraun-beige 
- 

olivgrun-violettgrau 
violett-schwarzgrau 
rotviolett 
lauchgriin 
gelb 
lauchgrun 
gelb 
blauviolett 
ockerbraun 
- 

hellziegelrot-orange 
hellziegelrot-orange 
hellziegelrot-orangegelb 
hellziegelrot-orange 

orange-rotlich-gelb 

grau-violett 
violett-grau 

violettrot-violett 
blaugrau-violett 
braun 
blauviolett-grau blau 
lauchgriin- blaugriin 
hellgrau 
purpurrot (rot1.-braun)- 
violettbraun 
graulichbraun-rotlich- 
violett 
braunviolett-rotlich- 
violett 
orangerot 
orange-orangerot 
rotviolett 

gelb 
graublau 
braungelb-ocker 
hellgriin 

282 - HO; 261 = 279 - H,O; 246 = 364 - CH, - 2 H,O - C4H30 ( ? ) ; 236 = 364 - H,O - CH,CO - 
C4H,0 ( ? ) ;  208 = 236-C,H4 oder 13; 195 = 9 ;  193 = 208-CH3; 182 = 14+17; 169 = 10- 
C,H,COOH; 167 = ? ;  156 = 15; 138 = 11+16; 120 = 12-H,O sowie 16-H,O; 105 = 120- 

CH, sowie C,H,CO 

Das Massenspektrum ware mit Formel 8 vertraglich, event. im Gemisch rnit isomerem Stoff. 
Auffallend ist, dass die Spitze bei m / e  138 zur Hauptsache dem Ion C,H,,O, entspricht, wahrend 
das Ion C,H,O etwa l00mal schwacher ist. Bei der Spitze rnit m/e 120 ist es umgekehrt, hier ist das 
Ion C,H,, etwa l0mal starker als C,H,O. Eine Retro-Diels-Alder-Spaltung (zu 11 und 12) ist also 
doch anzunehmen, sie ist aher offenbar schwacher als beim Lineolon und Desacylcynanchogenin 
(= 17-iso-Lineolon) (vgl. Fig. 18 und 19 bei K a c u r  et al. [31], und die immer beobachtet wird, wenn 
d5-Steroide eine HO-Gruppe an C-8 tragen. Die Spaltung entspr. a scheint besonders bevorzugt zu 
sein, wenn auch in 11-Stellung noch eine HO-Gruppe anwesend ist. Massenspektren verwandter 
Stoffe vgl. Dihydrosarcostin und Utendin (Fig.6-9 bei v .  Ardenne et al. [32] ; Kondurangogenin 
usw. (Tschesche et al. [33]) ; Drevogenin D, P und 17-;so-P (Fig. 1-3 bei Sazter et al. 1341) ; 12-0- 
Benzoyl-20-0-acetyl-sarcostin (Fig. 1 bei Sawlewicz et al. [35]) ; Tayloron und 12-0-Benzoyl-tay- 
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loron (Fig. 16 und 15 bei Jaeggi et al. [36]) ; Metaplexigenin und 12-0-Benzoyl-desacetyl-metaplexi- 
genin (Fig. 24 bei Schaub et al. [37a] und Fig. 2 bei Schaub et al. [37 b]) ; 12-0-Acetyl-lineolon (Mei -  
ster et al. [38]) ,  sowie Marsdenin und Marsectogenin bei Saner et al. [39]. 

pyranoside (2, 4 und 6). Das Verhalten der hoherpolaren Extrakte gegeniiber Gluco- 
sidasen zeigt, dass in den Wurzeln ausserdem noch die D-Glucoderivate von mindestens 
5 dieser Cardenolide anwesend sind. Uber den Bau der Kedde-negativen Glykoside 
konnen noch keine sicheren Aussagen gemacht werden. Vermutlich liegen acylierte 
Polyhydroxypregnan-Derivate vor, die mit drei verschiedenen 2-Desoxyzuckern 
(Cymarose, Oleandrose und Digitoxose) verkniipft sind. 

Der eine von uns (D. S . )  dankt dem Cusanuswerk Bischofliche Studentenforderung, Bad Godes- 
berg, Bundesrepublik Deutschland, fur ein Stipendium, das ihm die Ausfuhrung dieser Arbeit in 
Base1 erlaubte. Ferner danken wir dem Schweizerischen Nationalfonds zur Forderung dev wissen- 
schaftlichen Forschung fur einen Beitrag an die Materialkosten und dem BIGA (Bundesamt f u r  In- 
dustrie, Gewerbe und Arbeit), Bern, fur einen Beitrag an die Kosten zur Beschaffung des Pflanzen- 
materials. 

Experimenteller Teil 
1. Allgemeine Angaben. - Die Smp. wurden auf dem Kofler-Block bestimint und sind kor- 

rigiert. Fehlergrenze in benutzter Ausfiihrungsform bis 200” etwa f Z”, daruber etwa & 3”. Sub- 
stanzproben wurden bei ca. 750 Torr und 20’ uber CaCI, bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, un- 
mittelbar vor Verbrennung noch 3 Std. bei 0,01 Torr und 100” uber P,0, mit Bestimmung von 
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Gewichtsverlust. - Zur Absorptionschromatographie diente Kieselgel Mevck, Korngrosse 0,05-0,2 
mm, oder A1,0,. Ausfiihrung der folgenden Manipulationen und Reaktionen nach friiheren Anga- 
ben: PC. auf Whatman-Papier Nr. 1 [21], DC. auf Linienglas "201. Sichtbarmachung der Flecke mit 
Kedde-Reagens [5] oder SbCl, 161 oder 15-proz. e-Toluolsulfonsaure in Alkohol und Erhitzen auf 
120". bei 2-Desoxyzuckern auf Papier mit Vanillin-Perchlorsaure [40]. Identifizierung der 2-Des- 
oxyzncker im PC. [41] und durch Papierelektrophorese [42]. - ubliche Aufarbeitung bedeutet : Ein- 
engen im Vakuum, Aufnehmen in Chf (od. anderem Losungsmittel, falls angegeben), Waschen rnit 
W, Z N  HC1, 2N Na,CO, und W, Trocknen iiber Na,SO, und Eindampfen im Vakuum. Alle Lo- 
sungsmittel wurden vor Gebrauch destilliert. 

Abkurzungen: AcOH = Eisessig, Ac,O = Essigsaureanhydrid, Ae = Diathylather, An = 
Aceton, Alk = Athanol, Be = Benzol, Bu = n-Butanol, Chf = Chloroform, Cy = Cyclohexan, 
DC. = Diinnschichtchromatogramm, Eg = Essigester, F. = Smp. = Schmelzpunkt, Fmd = 
Formamid, Fr. = Fraktion, Me = Methanol, Mek = Methylathylketon, ML. = Mutterlauge, 
n.u. = nicht untersucht, PC. = Papierchromatogramm, Pe = Petrolather, Pn = Pentan, iPr = 
Isopropanol, Py = Pyridin, Thf = Tetrahydrofuran, To = Toluol, W = Wasser. 

2. Extraktion der Wurzeln und Vortrennung der Extrakte. - 560 g trockene Wurzel- 
stiicke wurden in einer Schlagmiihle zu Pulver verniahlen. Das Mahlgut (524 g) wurde mit 2,5 1 
CO,-gesattigtem W gut vermischt und nach Zusatz von 10 ml To 16 Std. bei 25" unter CO, ver- 
schlossen zur Fermentierung stehengelassen. Dann wurde mit 2,5 191-proz. Alk versetzt, 30 Min. 
auf 50" erwarmt, iiber Kieselgur (Cellite Nr. 535) abgenutscht und mit 50-proz. Alk nachgewa- 
schen. Das Wurzelpulver wurde danach noch 9mal mit je 1,5 1 bis 1 1 (abnehmend) von 60-96-proz. 
Alk bei 60" je 30 Min. extrahiert [4]. Die vereinigten Extrakte wurden im Vakuum bei 45' auf 1,5 1 

Tabelle 5. Chromatogruehie von 4,63 g Ae-Extrakt an 200 g Kieselgel 

Fr.-Nr. Elutionsmittel Eindampfriickstaud Weitere Verarbeitung 

500 ml/Fr. Menge Kedde- Xanthy- Flecke 
inmg Reakt. drol- imDC. 

Reakt. und PC. 

1- 4 

5- 7 
8-10 

11-13 
14 
15-18 

19 

20 

21 
22-23 

24 

25-28 
29-31 
32-33 
34 
35-36 

Be 

Be-Chf-(9: 1) 
Be-Chf-(4: 1) 
Be-Chf-(1 : 1) 
Chf 

Chf-Me-(98 : 2) 

Chf-Me-(95 : 5) 
Chf-Me-(9: 1) 
Chf-Me-(Z:l) 
Chf-Me-(1 : 1) 
Me 

102 

188 
69 

127 
234 
561 

114 

541 

483 
346 

58 

768 
164 
184 
28 
85 

i A 

A 
A,B,Bl ,BZ 

B, B l ,  B2 

B, B 1, B2, C 
C 
(C) _ _  

Aus An-Me 5 mg 
Krist., Subst. X, 
Srnp. 219-226" 
n. u. 
n. u. 
n.u. 
n. u. 
milde saure Hydrolyse 
(Gr. 1) 
milde saure Hydrolyse 
(Gr.2) 
Aus An-Ae 43 mg 
Krist. A, Smp. 243 bis 
253", ML milde saure 
Hydrolyse (Gr. 2) 
milde saure Hydrolyse 
(Gr. 2) 
milde saure Hydrolyse 
(Gr. 3) 

n.u. 

Total eluiert 4052 
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eingeengt, rnit 1,5 1 Alk versetzt, nach friiherer Vorschrift [4] rnit frisch gefalltem Ph(OH), gerei- 
nigt und durch fraktioniertes Ausschutteln aufgetrennt. Die verbliehene, zur Trockne eingedampfte 
Wasserphase gab rnit Kedde-Reagens Violettfarbung ; Ausbeuten vgl. Tab. 1. 

3. Untersuchung des Ae-Extraktes. - 4,63 g des Ae-Extraktes wurden an 200 g SiO, 
chromatographiert. Das Material war in Be nur teilweise loslich. Nur diese Losung wurde auf die 
Saule aufgetragen. Die zunachst unloslichen Reste wurden nach Erwarmen rnit neuem Eluier- 
mittel allmahlich in Losung gebracht und in den nachsten Portionen zugegeben. Jede Fr. wurde 
im Vakuum hei 50” Badtemperatur eingedampft und im DC. (System Eg-Cy-(3: 2)) untersucht. 
Fr. die im DC. gleiche Zusammensetzung zeigten wurden zusammengefasst. Rcsultat vgl. Tabelle 5. 

Die Fr. 20-31 zeigten im PC. (bei Verwendung von 0,s mg Substanz) die Kedde-positiven 
Flecke A, B und C. A (Uzarigenin), B (Corotoxigenin) und C (Ascleposid) konnten im PC. (Systeme: 
Be-Chf-(7 :5)/Fmd, Chf/Fmd und Be-Thf-(l: 1)jFmd) und im DC. (System: Me-Eg-Cy-(l:Z: 1)) 
eindeutig identifiziert werden. B 1 und B2 (= Zersetzungsprodukte von B) waren nur in Spuren 
vorhanden. 

3.1. Milde saure Hydrolyse der drei Grup$en des Ae-Entraktes. - Grupfle 2. Vorversuch. 413 mg 
M L  der Fr. 20 (Tab. 5) wurden nach friiherer Vorschrift rlO] mild sauer hydrolysiert und lieferten 
210 mg rohes Genin (mit Chf-Ae-(I :4) ausgeschiittelt, Trennung vgl. Tab.6), sowie 195 mg rohen 
acetonloslichen Zuckersirup. Letzterer wurde nur im PC. untersucht. Es konnten darin Cymarose, 
Oleandrose und Digitoxose nachgewiesen werden. 

Tabelle 6. Chromatographie von 197 mg Geningemisch aus Gruppe 2 ( Vorversuch) an 200 g SiO, nach 
Duncan [I21 im System Eg-Cy (3.2) 

Fr.-Nr. Eindampfungsruckstand 

Kristalle Je23ml Weitere 
pro Fr. Flecke im Menge Kedde- Habitus Menge krist. aus Flecke im Verarbei- 

DC. und PC. in mg Reak- innig Smp. DC. und tung 
tion PC. 

1- 25 

26- 32 

33- 38 

39- 45 

46 
47- 56 

57- 65 
66- 84 
85-106 

107-128 

500 ml 
Chf-Me- 
(1 : 1) 

29 n.u. braunesol 

31 ” weisser 

12 ” gelber 

25 ” gelblicher 

Schaum 

Schaum 

Schaum 
2 ” 

9 ” 

5 ” 

15 ” 

7 + weisser 
Schaum 

2 + gelbliches 
Harz 

brauner 
Schaum 

(175)”) - - weiss- 

nicht 
getrennt 
Endprodukt 

n. u. 

16 An/Ae M = Endprodukt 
129-131’ M1+M2 

n. u. 
Endprodukt 

n. u. 
Endprodukt 

4 An/Ae A Endprodukt 
243-253” ML 

alkalisch 
h ydrolysiert 
n. u. 

n.u .  

Total 137 

29) Menge vie1 zu gross, enthalt ca. 80% SiO,, wurde in der Bilanz daher nicht berucksichtigt. 
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Hauptversuch. In  gleicher Weise wurde der Rest der Gruppe 2 (935 mg) hydrolysiert und gab 
noch 421 mg rohes Geningemisch (Trennung vgl. Tab.7). Der Zucker wurde hier nicht isoliert. 

Die Gruppen I und 3 wurden in gleicher Weise hydrolysiert (Ausbeuten vgl. Tab. 2). Die erhal- 
tenen Genine wurden nur im DC. untersucht (vgl. Tab. 2) und nicht praparativ getrennt. 

3.2. Praparative Trennung der Genine aus Gruppe 2. - a) Aus dem Vorversuch. Dieses Gemisch 
liess sich im DC. (vgl. Nr. 2 in Fig. 2 sowie Nr. 5 in Fig. 3)  relativ gut trennen. 197 mg (vom Vorver- 
such, gewonnen aus Fr. 20 von Tab. 5) wurden daher im System Eg-Cy-(3 : 2) nach Duncan [12] 
chromatographisch in 128 Fr. aufgetrennt. Jede Fr. wurde im DC. (System von Fig.3) sowie im 
PC. (in den Systemen Be/Fmd und Chf/Fmd) untersucht. Uber das Ergebnis orientiert Tab.6. In 
Kristallen wurden ausser wenig A (= Uzarigenin) nur M (= M 1 + M 2) erhalten. Ferner wurden K 
und N in chromatographisch reiner Form, aber amorph, gewonnen. 

b) Aus dem Hauptversuch. In gleicher Weise wurde die verbleibende Hauptmenge der Genine 
aus Gruppe 2 (421 mg aus Hauptversuch) getrennt (vgl. Tab.7) und lieferte die gleichen Stoffe. 

3.3. Alkalische Hydrolyse der Genine. - a) 5 mg Geningemisch aus Gruppe 2 (vom Vorversuch) 
wurden mit 1 ml 10-proz. KOH in Me 1 Std. unter Riickfluss gekocht. Nach Erkalten wurde die 
braune Losung mit 1,5 ml W versetzt, im Vakuum vom Me befreit und 4mal mit je 10 ml Ae-Chf- 
(4: 1) ausgeschiittelt. Die Auszuge wurden 2mal mit 0,5 ml W gewaschen, getrocknet und einge- 
dampft. Der Riickstand wurde im DC. gepriift (vgl. 4 in Fig.2 sowie 9 in Fig.4). 

b) 2 mg der Subst. K wurden mit 1 ml 5-proz. KOH in Me 5 Std. unter Riickfluss gekocht. Das 
Reaktionsprodukt wurde direkt im DC. (Nr. 8 in Fig. 3) sowie im PC. (Fig. 9) gepriift. 

c) 2 mg der Subst. N wurden genau gleich behandelt. Das Reaktionsgemisch gab im DC. und 
im PC. dieselben Flecke wie das Verseifungsprodukt von K. 

d) 2 mg krist. Subst. M (= Ml+M2) wurden analog hydrolysiert. Das Rohprodukt gab im 
DC. (Nr. 13 in Fig. 5) wieder dieselben Hauptflecke wie die Desacylgenine aus K. 

Iabelle 7. Chromatographie won 421 mg Geningemisch an 420 g SiO, nach Duncan [12] i m  System 
Eg-cy- (3: 2) 

Fr.-Nr. Eindampfungsriickstand 

Je 45 mi Weitere 
pro Fr. Flecke im Menge Kedde- Habitus Menge krist. Flecke im Verarbei- 

roh Kristalle 

DC. und PC. in mg Reak- inmg aus DC.und tung 
tion PC. 

1- 29 n.u. 

30- 34 K 
35- 38 K,L 

39- 40 (K),M 
41- 47 M = 

M1+M2 
48- 60 M,N 
61- 75 N 

88-110 A 
111-126 (A) 

76- 87 N,A 

11Eg-Cy- (0) 

1,l 1Chf- 0 
Me-(1: 1) 

( 3 : 2 )  

54 

36 
11 

6 
26 

14 
25 
18 
12 
5 

4 

(374) 29) 

n.u. 

+ 
+ 
( + I  

n. u. 

braungelbes 01 

weisser Schaum 
gelblicher 
Schaum 

22 

2 

braungelbes 
Harz 

braunlicher 
Schaum 

nicht 
getrennt 
Endprodukt 
n.u. 

n. u. 
Eg-Cy M = Endprodukt 

M1+M2 
n. u. 
Endprodukt 

An A Endprodukt 
n. u. 
n.u. 

n. u. 

n. u. 

Total 211 
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e )  Praparativer Versuch rnit Genin K .  30 mg amorphe, aber chromatographisch reine Subst. K 
wurden rnit 5 ml 5-prOZ. KOH in Me 5 Std. in N,-Atmosphare unter Riickfluss gekocht. Hierauf 
wurde rnit 5 ml W versetzt und im N,-Strom auf 3 ml eingeengt. Die wasserige, alkalische Losung 
wurde rnit H,PO, his zur eben kongosauren Reaktion versctzt (starker Gernch nach Valeriansaure) 
und 5mal mit je 15 ml Pn-Ae-(Z: 1) ausgeschiittelt. Die mit W gewaschenen organischen Phasen 
wurden vereinigt, 2mal mit je 10 ml 2~ Sodalosung ausgeschiittelt und mit W gewaschen. Die 
wasserigen Phasen extrahierte man nochmals mit 10 ml Ae. Die organischen Phasen gaben nach 
Trocknen und Eindampfen 8,2 mg Riickstand (Pe-Ae-losliche Neutralteile und Lactone). 

Tabelle 8. Praparative alkalische Hydrolyse von Subst. K sowie eines Gemisches von K +  N 

Substanz K Gemisch der Habitus 

Vcrsuch 3 . 3 ~ )  Versuch 3.3f) 
Substanzen K +  N 

mg % mg % 
Ausgangsmaterial 30,6 100 59 100 weisser Schaum 
Chloroform-Auszug, neutral 5 16,3 14 23,7 gelbbraunes 

Chloroform-Allrohol-(2: 1)-Auszug, 4,6 15 10 16,9 dunkelbraunes 
neutral festes Material 
Pentan-Ather-(Z : 1)-Auszug, neutral 8,2 26,8 9,5 16,l hellgelbliches 

Sauren (Iosl. in Pentan-Ather) 8,6 28,l 25,580) 43,2 farblos, fliissig 

Spaltstiicke total 26,4 86,2 59,O 99,9 

Harz 

(Lactone usw.) 01 

Die vereinigten Sodalosungen und Waschwasser wurden mit H,PO, wieder his zur eben kongo- 
sauren Reaktion vcrsetzt und zweimal rnit 10 ml Ae ausgeschiittelt. Die mit W gewaschenen und 
iiber Na,SO, getrockneten Ausziige gaben nach vorsichtigem Eindampfen 8,6 mg Riickstand (Pe- 
Ae-1Bsliche Sauren), Geruch stark nach Valeriansaurc. 

Die erste mit Pe-Ae ausgeschiittelte saure wasserige Phase wurde mit K,CO, bis zur alkalischen 
Reaktion versetzt und 4mal mit je 12 ml Chf ausgeschiittelt. Waschen, Trocknen und Eindampfen 
gaben 5 mg Chf-losliche Genine. Die verbliebene wasserige Phase wurde noch 5mal rnit je 15 ml 
Chf-Alk-(Z : 1) ausgeschiittelt. Diese Ausziige lieferten noch 4,6 mg hoherpolare Genine. 

Tabelle 9. Chromatographie won 703 mg Chf-Extrakt a n  85 g SiO, nach Duncan [12] im System 
Me-Eg-Cy-(l:Z: 1 )  

Fr.-Nr. Eindampfriickstand 
~~ ~ ~ 

Weitere roh 

Flecke im hlenge Kedde- Habitus Verarbeitung 
DC. und PC. in mg 

25 ml pro Fr. 

Keaktion 

1- 5 _ -  9 _ _  braunes 01 n. u. 
6 - 7  T 22 - _  gelbbrauner Schaum ” 

8 T, (D) 13 (+) gelber Schaum 
9 D 11 + +  weisser Schaum vereinigt mit 

M L  von Fr. 50-55 
von Tab. 1 Ound 11 

10-14 D , E , F  17 + gelber Schaum n. u.  
15-18 E,F,(El)  8 + gelbbrauner Schaum Trennung an 

19-28 _ _  19 (+) braunes Harz n. u. 

Total 99 

,O) Nach dem UV.-Spektrum enthalt die rohe Saurefraktion ca. 5% Renzoesaure. 

A1,0, (Tab. 12) 

- 
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Tabelle 10. Chromatographie von 1,04 g Chf-Extrakt a n  720 g SiO, nach Duncan 1121 im System 
Me-Eg-Cy-( l  t2: l ) ,  Sadendimension: Hohe 85 cm, 0 4,8 cm 

Fr.-Nr. Eindampfriickstand 

22 ml pro Fr. 
in 45 Min. Flecke im Menge Kedde- Habitus Verarbeitung 

Weitere 

DC. und PC.  in mg Reaktion 

1- 25 - _  57 _ _  braunes 01 n. u. 
26- 31 schnelle Flecke 23 _ _  gelbbraunes 01 
32- 34 14 _ _  gelbes Harz 
35- 45 T, ((C)) 228 (( + )) weissgelber Schaum ” 

46- 49 T, D 56 31) + ( + ) gelber Schaum vereinigt mit Material 
fur Versuch 4.3., 
s. Tab. 11 

bis 55 von Tab. 11 
50- 55 D 121 + + weisser Schaum vereinigt mit Fr. 50 

56- 70 2 unbekannte 6431) + + gelbbraunes Harz vereinigt mit Material 
Flecke fur Versuch 4.3., 

s. Tab. 11 
71- 80 46 + + ” n.u. 
81- 84 E , F , ( E l , E 2 )  17 + + weissgelber Schaum Trennung an A1,0,, 

Tab. 12 
85-109 E , F , ( E l , E 2 )  116 + + ” 

Total 742 

Tabelle 11. Chromatographie von 918 mg31) Chf-Extrakt a n  720 g SiO, nach Duncan [lZ] am System 
Me-Ep-Cy-( l :Z:  I ) ,  Saulendimension wie in Tab. 10 

Fr.-Nr. Eindampfriickstand 

Weitere Kristalle 22 ml pro ‘oh 
Fr. in Flecke im Menge Kedde- Habitus Menge krist. aus Verarbeitung 
45 Min. DC. und PC. in mg Reak- inmg Smp. 

fion 

1- 30 - - 59 - - braungelbesol n. u. 
31- 36 schnelle Flecke 32 - - gelbbraunes 

37- 43 T,((C)) 157 ( (  +) )  brauugelber 

44- 47 T,D 65 (+) gelber Schaum 
48- 49 D,(T) 36 + 
50- 55 D 131 + + weisser Schaum [127]32) Me/Ae Endprodukt 

56- 65 unbek.Gem. 61 + gelbes 01 n. u. 
2 F1. 

66- 90 unbek.Gem. 101 + gelber Schaum Trennung an 
2 Fl., F 

91-141 E , F , ( E l , E 2 )  80 + + braunesHarz 

Total 722 

Harz 

Schaum 

241-246” 

Al,O,, Tab. 12 

~ 

31) Die Fr. 4 6 4 9  und 56-70 wurden mit dem Rest des Chf-Extraktes vereinigt, der fur Versuch 
4.3. (vgl. Tab. 11) diente. 
Die chromatographisch reinen, nur Substanz D enthaltenden Fr. aus den Tabellen 10/11 wur- 
den vereinigt und erst dann kristallisiert. Die Mengenangaben stellen das Ergebnis dieser 
Kristallisation dar. 
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Die zuletzt verbliebene alkalische wasserige Phase wurde im Vakuum von Chf- und Alk-Resten 
befreit, mit H3P0, erneut angesauert und bei 70 Torr im Vakuum zur Trockne eingedampft. Das 
Destillat (unter guter Kiihlung aufgefangen) enthielt nur Spuren an fliichtiger Saure. 

f )  Prdparativer Versuch mit Gemisch der Genine K+ N. 59 mg eines Gemisches von K mit viel N 
wurden genau gleich hydrolysiert. Uber die Ausbeuten orientiert Tab. 8. 

4. Untersuchung des Chf-Extraktes. - Dieses Material wurde in 3 Portionen durch Chro- 
matographie an viel feinem SiO, nach Duncan [12] getrennt. 

4.1. Vorversuch (103 mg). uber das Resultat orientiert 'Iab.9. 
In gleicher Weise wurden noch 2 Portionen getrennt : 
4.2. Hauptversuch (1,04 g vgl. Tab. 10). 
4.3. Hauphersuch (0,918 g vgl. Tab. 11). 
4.4. Trennung der E-F-Konzentrate. Das an E + F angereicherte Material (Fr. 15-18 aus Tab.9, 

Fr.81-109 aus Tab. 10 und Fr.66-141 aus Tab. Il), zusammen 288 mg, wurden an 10 g A1,0, Akt. 
I1 chromatographiert. uber das Ergebnis orientiert Tab. 12. 

Tabelle 12. Chromatographie uon 288 mg rohem E+ F-Gemisch an 10 g A&0, Akt. 11 

Fr.-Nr. Elutionsmittel Eindampfruckstand Weitere 

20 ml/Fr. Menge Kedde- Flecke Habitus Verarbeitung 

und PC. 
inmg Reakt. imDC. 

1- 5 Chf 1 2  n. u. braunes 01 n. u.  
6- 9 Chf-Me-(99:1) 3 

vereinigt, 
Endprodukt (F) 

n. u. 
'1 vereinigt, 
I Endprodukt (E) 

10-13 Chf-Me-(98 :2) 4 - ((U)),  F weisser Schaum 
14-17 Chf-Me-(95: 5) 15 + (D),F, " 

18-19 Chf-Me-(9: 1) 8 + F, (E) weisser Schauni, 

20 3 + (+ )  (F), (E) weisser Schaum 

( (E) ) 

z. T. glasig 

21 4 + +  E 
22-24 Chf-Me-(8 : 2) 33 + +  E 
25 Chf-Me-(7; 3) 9 + E grauer Schaum 
26-28 " 18 + n. u. braun-graues Harz, n. u.  

29-32 Chf-Me-(I : 1) 18 + 01, braun 

Total eluiert 127 

z. T. Schaum 

Das Material der Fr. 10-19 bestand zur Hauptsache aus der Kedde-negativen Substanz I?. Ver- 
suche zur Kristallisation schlugen fehl. 

Das Material der Fr. 21-25 enthielt nur eine Kedde-positive Substanz (E = Gofrusid), dane- 
ben aber auch noch Kedde-negatives Material ; es konnten ebenfalls keine Kristalle erhalten wer- 
den. 

5. Orientierende Untersuchung der Chf-Alk-(2: 1)- und -(3:2)-Extrakte durch 
fermentativen Abbau. - 5.1. Versuche mit Chf-Alk-(Z: 1)-Extrakt. - a) Mit Pilzamylase (Rohe 
Glucosidase aus Aspergillus oryzae, bezogen von der Schweiz. Ferment AG, Basel). 100 mg Glykosid- 
gemisch wurden in 20 ml W gelost, mit 200 mg Pilzamylase und 2 Tropfen To versetzt und unter 
ofterem Schiitteln 8 Tage unter CO, auf 34" erwarmt. Die Aufarbeitung geschah nach fruherer Vor- 
schrift [43]. Durch Kontrolle im PC. wurde festgestellt, dass kein nachweisbarer Abbau stattge- 
funden hatte. 

b) Mit Schneckenferment. 30 mg Glykosidgemisch wurden in 5 ml Acetatpuffer [44] mit 30 mg 
Schneckenferment-Trockenpraparat [45] und 2 Tropfen To versetzt und in C0,-Atmosphare unter 
gelegentlichem Schutteln 8 Tage auf 32" erwarmt. Die Aufarbeitung geschah wie oben. Die Kon- 
trolle im PC. zeigte, dass ein teilweiser Abbau stattgefunden hatte. 
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c) Mit Cellulase ~l ' ) .  60 mg Glykosidgemisch wurden in 5 ml W gelost, rnit 180 mg Ferment- 
praparat und 0,005 ml AcOH versetzt. im Vakuum eingeschmolzen, durch Schutteln moglichst 
homogenisiert und 4 Tage bei 35" stehengelassen. Aufarbeitung wie oben und fraktioniertes Aus- 
schiitteln mit Chf sowie Chf-Alk-Gemischen gab die in Tab.13 genannten Ausbeuten. Die Kon- 
trolle im PC. (Fig. 10) zeigte weitgehenden Abbau. 

5.2. Versuch mi2 Chf-Alk-(3:2)-Extrakt. 30 mg von diesem hochpolaren Material wurden wie 
oben mit HCellulaseo behandelt und gaben die in Tab. 13 genannten Ausbeuten. Auch hier war nach 
PC. ein starker Abbau festzustellen. 

Tabelle 13. A usbeuten an rohen Extrakten verschiedener Polaritat beim fermentativen Abbau der 
hochpolaren Glykosidgemische (Chf-Alk-(Z: 7 ) -  und -(3:2)-Extrakte) mit w Cellulase )) (= p-Glucosidase) 

Chloroform-Alkohol-(2 : 1)- 
Extrakt Extrakt 

Menge Menge Flecke im PC. Menge Menge Flecke im PC. 
inmg in % inmg in yo 

Chloroform-Alkohol-(3 : 2)- 
Art des Materials 

Eingesetztes Material 60 100 30 100 
Chloroformauszug 24 40 A,C,D,E,((G)) 10 33,3 (C),D, (E), ((G)) 
Chf-Alk-(Z: l)-AuSzug 28 46,7 nicht gepriift 7 23,3 G 
Chf-Alk-(3: 2)-Auszug 6 10 " 2 6,7 - - 
Total 5833) 96,7 1933)34) 63,3 

Weitere Versuche wurden rnit diesen Extrakten nicht durchgefiihrt. 

6. Beschreibung der in Kristallen isolierten Stoffe. - Substanz A = Uzarigenin. Aus 
Me-Ae farblose Platten, Smp. 243-253"; Xanthydrolprobe negativ, Kedde-Reaktion positiv. 
Nach Mischprobe, 1R.-Spektrum, Laufstrecke im DC. (vgl. Fig.4) und PC., und Farbungen 
rnit 84-proz. H,SO, identisch rnit authentischem Uzarigenin. 

Substanz D = Coroglaucigenin. Aus Me feine farblose Nadeln, Smp. 210-215" oder rechteckige 
Plattchen, Smp. 241-246'; aus Me-An rechteckige Tafeln, Smp. 244-250"; [ o L ] ~  = + 21,6" f 2" 
(c = 1,13 in Me). Kedde-Reaktion positiv, Xanthydrolprobe negativ. Die Laufstrecken im DC. 
(vgl. Fig. 7) und PC (vgl. Fig. lo) ,  sowie die Farbreaktionen rnit 84-proz. H,SO, und 96-proz. H,SO, 
waren gleich wie bei authentischem Material. Der Misch-Smp. zeigte keine Depression. Trocknung 
zur Analyse gab 2,717' Gewichtsverlust. 

C,,H,O, (390,5) Ber. C 70,71 H 8,79% Gef. C 71,03 H 8,86% 

Di-0-acetyl-coroglaucigenin. 28,6 mg Substanz D vom Smp. 241-246" wurden in 1 ml abs. Py 
und 0,8 ml Ac,O gelost und 52 Std. bei 20" gehalten. Die rnit 2 ml W versetzte Losung gab nach 
ublicher Aufarbeitung 33 mg farblosen Schaum. Aus An-Ae 27 mg farblose Kristalle vom Smp. 214 
bis 218". Nach Misch-Smp., PC. (System Chf/Fmd) und DC. (System Eg) sowie 1R.-Spektrum 
(fest in KBr) identisch rnit authentischem Material. 

Substanz M. Nach Umkristallisation aus An-Ae farblose Nadeln, 2.T. Rechtecke, Smp. 129 bis 
131", Spuren kleiner Strukturen schmelzen bei 154"; [u],, = + 11,6" (c = 0,343 in An)21). Kedde- 
Reaktion und Xanthydrolprobe negativ, Farbung rnit SbC1, hellziegelrot, Farbung rnit p-Toluol- 
sulfonsaure gelb. Uber Laufstrecken in DC. und PC. geben die Figuren 2, 3, 5 und 8 Auskunft. 
Massenspektrum vgl. Fig. 12, 1R.-Spektrum Fig. 11. Das UV.-Spektrum in Alk (log&-Werte auf 
C,,H,,O,, M = 486, berechnet) zeigt neben der Endabsorption bei 196 nm (logs = 4,552) Maxima 
bei 230,5 (4,121), 268 (2,934), 273,5 (2,972) und 281 nm (loge = 2,882). 

Hydrolyse von Substanz M .  5,2 mg Substanz M (2.Qualitat vom Smp. 145-190") wurden in 
1,5 ml Me und 0,5 ml gesattigter wasseriger Ba(OH),-Losung 11/, Std. unter Riickfluss gekocht, 
heiss rnit CO, neutralisiert und heiss filtriert. Das Filtrat wurde bei 0" rnit Z N  H,S04 kongosauer 
gestellt und mit Ae ausgeschiittelt. Dieser Auszug gab 4 mg rohe Sauren (wenig Kristalle, Geruch 

33) Ergebnis wegen Anwesenheit nicht ganz abgetrennter Fermentreste verfalscht. 
34) Verluste beim 6ffnen der Ampulle. 
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nach Valerian- oder Buttersaure). Die wasserige Losung wurde mit BaCO, heiss neutralisiert, fil- 
triert und im Vakuum eingedampft. Ruckstand gab 1,l mg Me-losliches Neutralprodukt. Dieses 
zeigte auf der Diinnschichtplatte (Kieselgel H. Merck) mit Chf-iPr-(g: 1) eine Laufstrecke von 72 
mm. Die Front lag bei 175 mrn. Auf derselben Platte zeigten Marsectohexol (Q) 24 mm, Drevo- 
genin D [34] 16 mm und Sarcostin 30 mm. Das Produkt war somit von diesen 3 Stoffen verschie- 
den. 

Substanz X = 3-0-Acetyl-B-amyrin. Zur Reinigung wurde im Molekularkolben bei 0,Ol Torr 
und 130-170" Badtemperatur sublimiert. Aus An oder Me Nadeln vom Srnp. 219-226". Im DC. an 
SiO,-AgNO, 1461 (Fliessmittel Be) gleiche Laufstrecke wie 3-0-Acetyl-p-amyrin und deutlich ver- 
schieden von 3-0-Acetyl-lupeol. Weiter identifiziert nach IR., Misch-Smp. und Gas-Chromato- 
gramm. 

Die Analyse wurde von Herrn E.  Thommen im Mikrolabor unseres Institutes ausgefiihrt. 
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4. Katalysierte Nitrilreduktionen mit Natriumborhydrid 
von Robert A. Egli 

Analytisches Entwicklungslaboratorium Cilag-Chemie A G ,  Schaffhausen 

(18. IX. 69) 

Summary.  The reduction of benzonitrile with sodium borohydride in aqueous methanol in the 
presence of Raney nickel as a catalyst provides high yields of benzylamine as compared with the 
known low yields in the absence of Raney nickel. An explanation is proposed. Butyronitrile gives 
similar good yields of n-butylamine. 

1. Einleitung. - Nitrile werden erfahrungsgemass von Alkaliborhydriden bei Zim- 
mertemperatur kaum angegriffen l) ausser in Kombination mit wasserfreiern Alumi- 
niumchlorid (s. Literaturzusammenstellungen [3]). 

In unserer Arbeit uber katalysierte Dehalogenierungen rnit Natriumborhydrid [4] 
haben wir auch die katalytische Reduktion von Benzonitril erwahnt. Diese Reaktion 
rnit und ohne Raney-Nicke12) als Katalysator haben wir nun weiteruntersucht. Diese 
Mitteilung enthalt die Ergebnisse dieser Untersuchung. 

1) Meschino & Bond [l] erhielten zwar bei der NaBH,-Reduktion von a-Cyan-B-phenyl-zimt- 
saure-ester als Nebenprodukt das entsprechende prim. Amin. jedoch nur in 8% Ausbeute. 
Pesez & Burt in  [2] reduzierten Benzonitril zwecks analytischer Bestimmung mit ca. 20 Mo1.- 
Aqu. KBH,. Mit sehr vie1 Pd als Katalysator erhielten sie laut Resultat der anschliessenden 
Titration 90% Ausbeute an Benzylamin. Nach Verwendung von Ni, Co oder Cu statt Pd konn- 
ten sie jedoch kein Benzylamin titrieren. 
Raney-Kobalt wirkte schlechter. 5-proz. Pd-Kohle wirkte nur gut bei Anwendung in minde- 
stens gleicher Menge wie Benzonitril (wobei aber durch Adsorption der Produkte an der Kohle 
erhebliche Verluste auftraten). 

2, 




