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234. Alkaloide aus Evonymus europaea L.

von A.Klaseka, F. éantavyw, A.M. Duffieldd® und T. Reichstein<
a) Chemisches Institut, Medizinische Fakultit, Palacky Universitit, Olomouc, CSSR; b) Univer-
sitdat Stanford, Kalifornien, USA, und c¢) Institut fiir Organische Chemie, Universitit Basel,
Schweiz

(1. IX. 71)

Summary. From the seeds of Evonymus europaea L. (Celastraceae) the three previously described
alkaloids A, B and C were isolated and their empirical formulae determined by mass spectrometry.
Alkaloid B, now named evozine, C3,HyNO,; (14), alkaloid A, now named evorine, Cg,H,, NO,, (15),
and alkaloid C, shown to be identical with Parier’s & Libiseller’s evonine, C4qH 3sNOy,; (17), are
respectively tri-, tetra-, and penta-O-acctyl derivatives of deacetylevonine (13), CygHy3NO;,.
Vigorous alkaline hydrolysis of the latter yields the previously known evonic acid (3).

Deacetylevonine (13) is an cster of evonic acid (3) and a hypothetical polyhydroxy compound
C,5H,,044 (2), which is unstable on alkaline hydrolysis.

By partial saponification and partial acetylation, these three alkaloids can be converted into
cach other, at the same time giving rise to a fourth alkaloid D (16), C;,H,;NO,,, which we name
iso-evorine. This had becn obtained already by M. Osowiecki (unpublished).

1. Einleitung. — Orechoff [1] hat als erster darauf aufmerksam gemacht, dass
einige Pflanzen der Gattung Evonymus (Celastraceae) (E. ewropaca L., E. japonicus
Thunbd., E. latifolius Scop. und E. nanus M.B.) Alkaloide enthalten. Bei der Isolie-
rung der Cardenolide aus E. europaea wurden dann die in dieser Pflanze vorkommen-
den Alkaloide von neuem entdeckt [2]. Alkaloide wurden auch in E. amurensts (3],
E. verrucosus Scop. [3] und in E. sieboldiana Blume [4a] nachgewiesen.

Doebel & Reichstein [5] erhielten nach chromatographischer Trennung des aus
E. europaea gewonnenen Alkaloidgemisches an Aluminiumoxid drei kristalline Ba-
sen, denen sie die folgenden provisorischen Formeln zuschrieben: Alkaloid B
(CgpHgsNOp,), Alkaloid A (CygHg,NO;4) und Alkaloid C (C4HggNOy,). Nach ihren Be-
funden ist das Alkaloid B ein Triacetylderivat, das Alkaloid A ein Tetraacetylderivat
und das Alkaloid C ein Pentaacetylderivat einer acetylfreien Grundbase, die damals
noch nicht bekannt war.

Pailer & Libiseller [6] isolierten spiter aus E. europaca ein Alkaloid, das mit dem
Alkaloid C identisch ist. Sie nannten es Evonin (1) und ermittelten die empirische
Formel als C,eH,3 4sNOy,. Sie fanden, dass Evonin Mischkristalle mit Chloroform
bildet, was wahrscheinlich die Fehlerquelle bei den fritheren Elementaranalysen war.
Ferner fanden sie, dass Evonin (1) zwei aktive Wasserstoffatome enthilt!) und bei
saurer Hydrolyse ausser Essigsdure, Formaldehyd und anderen Produkten die krist.
Evoninsiure (3) liefert, deren Struktur sie als (25;3S)-2-Methyl-3-methyl-3-(§5-
carboxy-e-pyridyl)-propionsiure ermittelten {6b]. Unter Beriicksichtigung der jetzt
sichergestellten Bruttoformel des Evonins (1) (siehe unten), lasst sich die von Patler &
Libuseller vorgeschlagene Formulierung der Hydrolyse wie folgt prizisieren:

1y Unsere Analysen passten besser auf ein aktives H-Atom, auch das NMR.-Spektrum zeigte nur
eine freie HO-Gruppe.
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1 Evonin 7H,0 2 Polyhydroxy- \/Ii—oé{H 0
CyHgyNOy;  ——>  verbindung +5CH,COOH + P
Ci5Hy4049 \N/\(‘:_(‘:_"C_OH
(hypothetisch) CH,H

3 Evoninsdure
CllH13N04
Smp. 128-133°

Evonin ist demnach ein Derivat der Polyhydroxyverbindung 2, in der 5 HO-
Gruppen durch Essigsidure und zwei weitere durch Evoninsdure verestert sind. Uber
die Struktur des Polyhydroxy-Anteils 2 (ochne Angabe des rdumlichen Baus) und die
vollstdndige Struktur des Evonins (12) haben ganz kiirzlich Wada, Shizuri et al. [4]
berichtet.

Pailer & Libiseller heben die Ahnlichkeit im Bau mit Alkaloiden aus Tripterygium
wilfordii Hook. (ebenfalls einer Celastracee) hervor, die besonders von Haller und
Mitarb. [7] sowie Beroza [8] untersucht wurden und die, wie die Evonymus-Alkaloide,
stark insektizid wirken. Die vier rein erhaltenen Alkaloide besitzen alle analogen Bau
und leiten sich alle von einer Polyhydroxyverbindung 5 ab, die in Kristallen isoliert
werden konnte, trotzdem zur alkalischen Verseifung sehr energische Bedingungen
beniitzt wurden [7b] [8d]. Die Spaltung von Wilforin (4) formuliert Beroza [8d]
wie folgt:

4 Wilforin 8H,0 5, krist. Polyhydroxy- + 35CH,COOH +6, Dicarbonsiure
CyyHyyNO,; ——> verbindung + CeH,COOH C;H3NO,
C15HggOyp [7b] [8d] Smp. 195-196°

Smp. 240° (Zers.)

Neben 5 Mol. Essigsdure und einer Mol. Benzoesiure entsteht dabei also wieder
eine Dicarbonsdure 6, die mit Evoninsiure (3) isomer ist. Bei den 3 anderen Alkaloiden
ist nach Beroza [8d, €] dieselbe Polyhydroxyverbindung (3) mit etwas anderen Siduren
verestert. In der Polyhydroxyverbindung liegen alle 10 Sauerstoffatome in Form von
HO-Gruppen vor, von denen in Wilforin 8 verestert und 2 frei sind.

Alkaloide von sehr dhnlichem Bau sind dann auch aus Catha edulis Forsk. [9]
und Maytenus ovatus Loes [10], beides ebenfalls Celastraceen, isoliert worden. Nach
Cais et al. [9] leitet sich das krist. Cathidin-D (7) aus Catha edulis von einer tricycli-
schen Polyhydroxyverbindung 8 ab und liefert bei der alkalischen Verseifung 2 Mol.
Essigsdure, 1 Mol. Benzoesiure und 1 Mol. Nicotinsiure, was zu folgender Spaltungs-
gleichung fiihrt:

i
- C—OH
7, Cathidin-D 4H,0 8, Polyhydroxy- +2CH4,COOH fj
CgoHg; NOyy —> verbindung + CgH;COOH L
Smp. 219-222° Cy5H,60, N
{a]p =+474° in Chf (hypothetisch) 9, Nicotinsdure

Kupchan et al. [10] isolierten aus den Friichten von Maytenus ovatus zwei amorphe
Alkaloide, Maytolin (10) (C,yH4,NO,,) und Maytin (9) (C,eH4,NO,,), die sehr dhnlich
gebaut sind. Sie enthalten 4 Mol. Essigsdure und 1 Mol. Nicotinsdure esterartig ge-
bunden und unterscheiden sich im Polyhydroxy-Anteil. Die Strukturen von Maytolin
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(10) und Maytin (9) wurden von Kupchan et al. {10] durch Réntgen-Strukturanalyse
vollstindig aufgeklirt, was den japanischen Autoren [4] die Ableitung der Formel 12

0 010
QAc f (o}
AcOCLQ“C—@ aco AP 0
AcO > N o @@
.,

R Y i N CH
6 0—GC-Ch3 HE-CH3 g | 2
H CHj3 H3C-CH -0
12 Evonin [4] ohne
10 (R = HO—) Maytolin (amorph) [10] NN Angabe des
11 (R = H) Maytin (amorph) [10] — raumlichen Baues

fiir Evonin erleichtert haben diirfte. Bei diesen Alkaloiden handelt es sich also um
verschieden veresterte, hoch hydroxylierte Sesquiterpenderivate mit einem dtherartig
gebundenen O-Atom. Der Polyhydroxy-Anteil des Evonins (12) enthilt noch zwei
O-Atome mehr als derjenige des Maytolins (10), eines davon als Ketogruppe. Die so
entstehende Ketolgruppierung in 12 diirfte fiir die Empfindlichkeit dieses Anteils
gegen starkes Alkali verantwortlich sein. Dies ist auch der Grund, warum der unver-
sehrte Polyhydroxy-Anteil des Evonins bis heute nicht bekannt ist.

2. Programm. — Ziel dieser Arbeit war urspriinglich, die Strukturabklirung
der Evonymus-Alkaloide. Da die Struktur des Evonins, wie erwdhnt, kiirzlich von
Wada et al. sowie Shizurt et al. [4] ermittelt wurde, beschrinken wir uns hier auf die
Charakterisierung der bisher bekannten Evonymus-Alkaloide und die Beschreibung
unserer Versuche zu ihrer gegenseitigen Umwandlung.

3. Isolierung der Alkaloide. — 3.1. Die Rohalkaloide. 15 kg Samen von
Evonymus europaea, gesammelt in den Jahren 1955-1956 in der Umgebung von
Olomouc, wurden sofort nach dem Trocknen gemahlen und nacheinander mit Petrol-
dther und mit Ather extrahiert. Das rohe Alkaloidgemisch wurde aus diesen Extrak-
ten durch Ausschiitteln mit 5-proz. Salzsdure, anschliessende Alkalisierung mit
Natriumhydrogencarbonat-Lésung und nochmaliges Ausschiitteln mit Ather erhal-
ten. Der Petrolitherextrakt gab 24,7 ¢ (0,164%,) und der Atherextrakt 16,4 g (0,109%,)
rohes Alkaloidgemisch. Die Samen wurden dann mit Methanol extrahiert. Dieser
Extrakt lieferte noch 3,4 g (0,023%,) Alkaloidgemisch. Insgesamt wurden 44,5 g
(0,296%, des Samengewichtes) rohes Alkaloidgemisch erhalten.

Ein analoger Versuch mit 5 Jahre alten Samen gab nur eine geringe Alkaloid-
menge. Weitere Versuche zeigten, dass der Alkaloidgehalt der Samen beim Liegen
durch enzymatischen Abbau ziemlich rasch abfillt!

3.2. Isolierung und Charakterisierung der 3 krist. Alkaloide. Saulenchromatographie
des rohen Alkaloidgemisches an Aluminiumoxyd (11}, gab die nachstehenden drei
reinen Alkaloide: '

1. Evonin (17), Smp. 164-166°, identisch mit dem Alkaloid-C [5] [6]. IR.-Spek-
trum vgl. Fig.1, UV.-Spektrum vgl. Fig.6, Massenspektrum vgl. Fig.11.

II. Evorin (15), Smp. 257-259°, identisch mit dem Alkaloid-A [5]. IR.-Spektrum
vgl. Fig.2, Massenspektrum vgl. Fig.10.
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III. Evozin (14), Smp. 288-290°, identisch mit dem Alkaloid-B [5]. IR.-Spektrum
vgl. Fig.3, Massenspektrum vgl. Fig.9.

Die UV.-Spektren der genannten Alkaloide sind praktisch identisch (siehe exper.
Teil und Fig.6) mit jenen der Alkaloide aus Tripterygium wilfordii [8a, c], die in der
Molekel auch einen 2,3-disubstituierten Pyridinkern tragen. Auch die IR.-Spektren
der Evonymus-Alkaloide (Fig.1, 2, 3 und 5) gleichen denjenigen der Alkaloide aus
T. wilfordii [8a, c] sehr. In den Fig.1, 2, 3 und 5 sind die charakteristischen Banden
des Pyridinkerns bei ca. 1586 und 1566 cm—! gut sichtbar, ferner breite HO-Banden
bei ca. 3400 cm—1 (bzw. 3500 cm— bei Evonin), sowie Esterbanden bei ca. 1750 und
1720 cm—1.

Bei den drei Fvonymus-Alkaloiden wurden ferner die genauen Bruttoformeln,
entsprechend den Angaben bei den Formeln 14-17, durch Aufnahme der Massen-
spektren und Vermessung der Spitzen hdchster Masse durch Hochauflésung (vgl.
Fig.7-12) ermittelt. Diese Formeln stehen mit der fritheren Feststellung [5] in Ein-
klang, dass sich die 3 Alkaloide nur durch die Zahl der Acetylgruppen voneinander
unterscheiden.

Die bei der Chromatographie anfallenden nicht kristallisierenden Anteile wurden
einerseits mit Acetanhydrid in Pyridin und andererseits mit Acetanhydrid in An-
wesenheit von wasserfreiem Kaliumacetat acetyliert. In beiden Fillen wurde neben
wenigen anderen Produkten in guter Ausbeute Evonin erhalten.

4. Abbau und gegenseitigse Umwandlung der Alkaloide. — Alkalische Hydro-
lyse des Evonins, sowohl mit Kaliumhydroxid in #-Propylalkohol als auch mit
Bariumhydroxid in wisseriger Losung, gab die bekannte Evoninsdure (3), die nach
Reinigung iiber den destillierbaren Dimethylester C,4H,,NO, in Kristallen erhalten
wurde. Fig.6 zeigt ihr UV.-Spektrum und Fig.7 ihr Massenspektrum,

Bei keiner dieser Hydrolysen konnte der Polyhydroxy-Anteil 2 analysenrein er-
halten werden. Das Rohprodukt reduzierte Fehling’sche Losung nicht, gab aber mit
Perjodsiure-Benzidin [12] eine positive Reaktion auf vicinale Hydroxylgruppen.
Beim Versuch zur Reinigung an einer Ionex-Austauschersiule wurde die Poly-
hydroxy-Verbindung irreversibel adsorbiert. Wir vermuten, dass der Polyhydroxy-
Anteil unter alkalischen Bedingungen tiefere strukturelle Verinderungen erleidet.

In einem Vorversuch konnte jedoch bei der reduktiven Spaltung von Evorin mit
Natrium-bis-(2-methoxyithoxy)-aluminiumhydrid [13] in Benzol ein amorphes Pro-
dukt erhalten werden, das méglicherweise ein Reduktionsprodukt (C;5Hye0y) des
hypothetischen Polyhydroxy-Anteils (C;;H,,0,0) darstellt. Es lieferte ein amorphes
O-Acetylderivat; iiber weitere Befunde wird spéter berichtet.

Eindeutigere Resultate lieferte die partielle Hydrolyse mit KHCO, in wisserigem
Methanol [14]. Aus Evonin, Evorin, sowie aus den nicht kristallisierenden Alkaloid-
gemischen, liess sich auf diese Weise das krist. Desacetylevonin (13) bereiten?), das
durch sein IR.-Spektrum (Fig.5) und sein Massenspektrum (Fig.8) charakterisiert
wurde. Der Stoff gab mit NaJO,-Benzidin [12] eine positive Reaktion auf vicinale
HO-Gruppen. Dass er tatsdchlich noch den unversehrten Bau der Evomymus-Al-

2)  Der Stoff ist kiirzlich von Wada ef al. [4a] erhalten worden. Er dirfte in gleicher Weise auch
aus Evozin entstehen, doch konnte der Versuch wegen Materialmangels nicht ausgefiihrt
werden.
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kaloide besitzt, zeigte die Riickacetylierung. Unter milden Bedingungen und kurzer
Reaktionsdauer wurde aus Desacetylevonin (13) mit Acetanhydrid-Pyridin ein Ge-
misch erhalten, das nach Chromatographie ausser Evonin (Hauptprodukt) auch
Evorin sowie eine kleine Menge eines weiteren Stoffes C4,H,;NO,,, den wir Iso-evorin
(Alkatoid-D) nennen. Er ist nach Diinnschichtchromatographie und IR.-Spektrum
(Fig.4) von Evorin verschieden und enthilt offenbar eine freie HO-Gruppe an anderer
Stelle wie dieses, entspr. Teilformel 163).
13 (R = R” = R” = H) = Desacetylevonin
CpeHyNO,,, Smp. 272-274° [+17 An]

Smp. 257° (dcc.) [4a]. [+ 64 Me]
14 (R = Ac, R" = R” = H) = Evozin

y (Alkaloid-B)
O OR N
e C4aHgoNOy,, Smp. 288-290° [+13 Chi)
_OR [+17 Me]
HyC=C=H \ o 15 (R = R’ = Ac, R” = H) = Evorin
Ci5Hig0, [~OR (Alkaloid-A)
—C4 CH3 / \ ~OR' CyeH,NOg, Smp. 257-259° [+ 20 Chi]
N [+41 Me] [+43 An).
OoR" 16 (R = R” = Ac, R” = H) = Isoevorin

(Alkaloid-D)
CyaHgNOyg, Smp. 185-188° [+ 22,1 Chi].

17 (R = R" = R” = Ac) = Evonin {Alkaloid-C)
CyeHy3NO,,, Smp. 164-166°) [+ 8 Chi]
[+21 Me) [ +33 An].

Die Zahlen in eckigen Klammern geben die spez. Drehungen fiir Na-Licht in den vermerkten
Lésungsmittel an, Chf = Chloroform, An = Aceton, Me = Methanol.

Z Au{ EVONIN [ALKALOW ©)
3 P CHCly

[ I 1 ! I I | [ T I —

Py 000 7000 500 1850

Fig. 1. I R.-Absorptionsspektrum von Evonin (Alkaloid-C)y (17) in CHCI45)

Ein weiteres Spektrum (0,03 und 0,06 M in CCl,, ¢ = 0,2 mm)®) gab im HO-Bereich auch nur eine
breite Bande bei 3500 cm~!, im CO-Bereich einc komplexc Bande mit Hauptmaximum bei
1750 cm~1 sowie eine relative scharfe Bande bei 1725 cm~!. Die Aromatbanden des Pyridinkerns,
die in Fig. 1 bei 1588 und 1571 deutlich sichtbar sind, lagen in CCl, bei 1588, 1568 und 1562 cm™!

3)  Iso-evorin war nach Misch-Smp., IR.-Spektrum und DC. identisch mit Prap. M.0Os.-5, das von
M. Osowiecki und T. Reichstein im Jahre 1954 neben den Alkaloiden A, B und C aus Samen
von Evonymus europaea isoliert worden war (unpubl.).

4y Wadaetal. {4a] geben fir Evonin Smp. 184-190° (EtOH) und [oc]%HCla = 4 8,4°.

5)  Aufgenommen von Frau D. Walterovd im Chemischen Institut der Universitit Olomouc, auf
einem Infrascan-Gerit (Hilger).

%) Aufgenommen von Herrn K. Aegerter im Institut fiir Organische Chemie, Basel, auf cinem
Zweistrahl Pevkin-Elmer Gitter-Spektrometer Modell 125.
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Fig. 2. I R.-Absorptionsspektvum von Evorin (Alkaloid-A) (15) in CHCIZS)
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Fig. 3. I R.-Absorptionsspektrum von Evozin (Alkaloid-B) (14) in CHCIgP)
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Fig. 4. 1R.-Absorptionsspektrum von Iso-evovin (Alkaloid-D) (16) in CHCIP)
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Saure Hydrolyse von Evorin (mit 30-proz. H,SO,) lieferte einen Stoff C,qHggNO,,,
der aber von Desacetylevonin (13) verschieden war und den wir Iso-desacetylevonin
nennen; er ist noch nicht weiter untersucht. — Hydrolyse von Evonin mit Kiliani-
Mischung [15]7) gab braune Gemische, aus denen bisher keine reinen Stoffe isoliert
werden konnten.

Schliesslich konnten wir aus frischen Friichten von Evonymus europaea ein rohes
Enzympriparat gewinnen, mit dem sich Evonin fast quantitativ in Evorin {iber-
fiilhren liess, dabei wird also eine Acetoxylgruppe selektiv verseift.

7) Eisessig — konz. HCl - Wasser - (35:10: 5).
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Auf Grund der genannten Resultate lassen sich die Strukturen von Desacetyl-
evonin und der Evonymus-Alkaloide in den Teilformeln 13-17 zusammenfassen.

Die hier beschriebenen Alkaloide leiten sich alle von Desacetylevonin (13) ab
und unterscheiden sich voneinander nur durch die Anzahl oder Stellung der O-Acetyl-

25 2 38 o s 6 ’ o a n 15

Nk
it oesacerrLevou

feston ttuel

Durchtissgh? i X

1 [ I I I [ I T I I I [ T I L

T
Fig. 5. IR.-Absorptionsspektrum von Desacetylevonin (13), fest in Nujol®)
Im HO-Bereich sind vier deutliche Banden sowie eine Schulter (bei 3482 cm™!) sichtbar und im
C=0-Bereich drei Banden (1737, 1717 und 1699 cm™1). Sie diirften einer aliphatischen und einer
aromatischen Estergruppe sowie einer Ketogruppe entsprechen. Die zwei Banden des Pyridin-
kerns bei 1588 und 1567 cm~! sind schr deutlich

3 — EVONIN
loge b .
4oF ::l; ~~-- EVONINSAURE
\ 235
\ S s
&
\ | (
35k \\
30
2,5 .
\
] L
200 750 300 m

Fig. 6. UV.-Absorptionsspektven von Evonin (Alkaloid-C) (17) und Evoninsdure (3), 0,000T™ in
Athanol, d = 1 cm?¥)
Dic anderen Alkaloide zeigten Absorptionen, die mit derjenigen von Evonin {ibereinstimmten

8) Aufgenommen von Frau D. Walterovd auf einemn Unicam SP-700 Gerdt im Chemischen Institut
der Universitit Olomouc.
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Fig. 8. Massenspektrum von Desacetyl-evonin (13), Smp. 272-274°%)

gruppen. 13, 14, 15 und 16 werden durch Acetylierung in Evonin (17) tibergefiihrt,
das gegen Acetanhydrid und Pyridin bei 20° bestandig ist [5] [6]. Es enthilt nach
NMR.-Spektrum (vgl. spitere Mitteilung) 5 leicht verseifbare Acetoxygruppen und
eine offenbar tertidre HO-Gruppe. Die zwei hier nicht charakterisierten O-Atome
liegen nach Shizuri et al. [4b] in Form einer Carbonyl- und einer Epoxy-Gruppe vor
(vgl. 12). Im NMR.-Spektrum des Desacetylevonins (13) (in CDCl;-Hexadeuterio-
sulfoxid) sind die Signale der 5 leicht verseifbaren Acetoxygruppen verschwunden,
ein Signal (s(3) bei § = 1,68 ppm) diirfte von einer —O—!é—CH:,—Gruppe stammen. Es
ist bemerkenswert, wie stark die spez. Drehung der hier beschriebenen Stoffe vom
Loésungsmittel abhidngig ist.

Angesichts der leichten enzymatischen Hydrolysierbarkeit des Evonins ist anzu-
nehmen, dass die relative Menge der vier Alkaloide (A, B, C und D) in der Pflanze
verdnderlich sein kann. Moglicherweise dndert sich der Acetylierungsgrad auch wih-
rend der Vegetationsperiode. Es ist durchaus moglich, dass auch niedriger acetylierte
Vertreter, vielleicht auch Desacetylevonin (13), in den Samen enthalten sind, Sub-
stanzen, die bisher nicht in reiner Form isoliert wurden.

9)  Aufgenommen von 4. M. Duffield, University of Stanford, auf einem A.E.I. Massenspektro-
meter Modell MS9 mit Direkt-Einlass-System bei 70 eV. Die Zusammensetzung der mit
Bruttoformeln bezeichneten Spitzen wurde durch Hochauflésung ermittelt. Ein * bedeutet,
dass ein dem angegebenen Ubergang entsprechendes metastabiles Ion beobachtet wurde.
Eine Diskussion der Massenspektren erfolgt in spaterer Mitteilung.
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Experimenteller Teil

Allgemeines. — Dic Smp. wurden auf dem Kofler-Block bestimmt und sind korrigiert. Zur
Analyse wurden die Proben 3 Std. bei 100° und 0,01 Torr getrocknet. — Zur D#nnschichichromato-
graphie diente Kicselgel CH (Spolana, Neratovice — mit 109, Gips) oder Kieselgel G (Merck) mit
Fliessmittel Benzol-Athylacetat-Didthylamin-(7:2:1). Die Sichtbarmachung erfolgte durch Be-
sprithen mit einer Ialium-jodplateat-Losung. Die Laufstrecken wurden als hRf-Werte (Rf x 100)
angegeben. Die Sdulenchromatographie wurde an Aluminiumoxid (Aktivitiat 1I) (Reanal, Ungarn)
durchgefiithrt. — Die Lésungen aller Substanzen in organischen Losungsmitteln wurden {iber was-
serfreiem Natriumsulfat getrocknet.

Gewinnung der Alkaloide. - 15 kg getrocknete Samen von E. europaea L. (gesammelt in der
Umgebung von Olomouc) wurden drei Wochen nach Sammeln gemahlen und kontinuierlich mit
insgesamt 300 1 Petrolather cxtrahiert. Nach Abdestillieren des Petroldthers blieb ein 6liger Riick-
stand (6,5 kg) zuriick. Die Samen wurden dann noch mit 50 1 Ather extrahiert. Abdampfen des
Athers lieferte noch 1,6 kg 1. Beide Antcile wurden in gleicher Weise aufgearbeitet: nach Ver-
dinnung mit Petrolather auf das doppelte Volumen wurde die Losung 10mal mit je 400 ml 5-proz.
Salzsiure extrahiert. Der HCl-Extrakt wurde mit Ather gewaschen um die 6ligen Reste zu ent-
fernen, filtriert und bei 5° mit einer gesédttigten Natriumhydrogencarbonat-Losung alkalisiert. Die
ausgefillten Basen wurden in Ather aufgenommen. Es wurden so erhalten: 24,7 g rohes Alkaloid-
gemisch aus dem Petrolatherextrakt und 16,4 g aus dem Atherextrakt. Die Samen wurden dann
mit 501 Methanol extrahiert; der Extrakt wurde im Vakuum bei 35° eingedickt und nach Ver-
diinnen mit gleicher Menge Wasser mit Ather ausgeschiittelt. Die Aufarbeitung des Atherextraktes,
wie oben, gab noch 3,4 g rohes Alkaloidgemisch.

Analoge Isolierungsversuche wurden mit verschicden alten Samen (1,5 und 10 Jahre) von
E. europaea durchgefithrt, wobci festgestellt wurde, dass bereits nach 5jahriger Lagerung dieses
Material nur noch sehr wenig Alkaloide enthielt.

Trennung des Alkaloidgemisches. — 10 g Rohalkaloidgemisch wurden an einer Aluminium-
oxidsdule (300 g) chromatographiert [12].

Die mit Ather-Chloroform-(9:1-2:1) eluierten Anteile gaben aus Athylacetat 2,16 g Evonin
(Alkaloid-C), Smp. 164-166°; [«) = +8° + 2° (¢ = 1,23 in Chloroform), [«]¥ = +21° + 2°
(¢ = 1,44 in Methanol), [a]%)z = 433° 4 2° (¢ = 0,92 in Aceton). UV .-Spektrum vgl. Fig. 6, IR.-
Spektrum vgl. Fig. 1 und Massenspektrum vgl. IFig. 11; hRf = 84,5 (hautfarben). Misch-Smp. mit
Originalpriparat chne Depression. Fir das Alkaloid-C wird cin Smp. 168°, [«]3} = +8° (CHCl,)
angefiithrt [5].

CyeH,,NO,,  Ber. C56,31 H 564 N1,82 Ht (far THY) 0,131%  Mol.-Gew. 761,2531
Gef. ,, 56,76 ,, 561 , 1,92 N 0,169, 10) ., 761,25301)

Die mit Chloroform bis Chloroform-Methanol-(98:2) eluierten Fraktionen gaben aus Ather-
Petroldther 2,50 g Evorin (Alkaloid-A), Smp. 257-259°; [a]}} = + 20° + 2° (¢ = 1,11 in Chloroform),
[e)® = +41° 4 2° (¢ =1,13 in Methanol), [«]} = +43° .+ 2° (c = 0,74 in Aceton). UV.-Spektrum:
lrﬁ;l; 265 nm (loge = 3,52) und Schulter bei 223,5 nm (loge = 3,79); hRf = 58 (violett). IR.-Spck-
trum vgl. Fig. 2, Massenspektrum Fig. 10. Misch-Smp. mit Originalpraparat ohne Depression. Fiir
das Alkaloid-A wird ein Smp. von 260°, [«]? = + 21° (CHCI,) angefithrt [5].

CyHyNO,;  Bor. €56,73 H 570 N1,95%  Mol.-Gew. 719,2425
Gef. ,, 57,08 ,, 5,96 ,, 2,029,19) ., 719,24371

Die mit Chloroform-Methanol-(98:2 bis 96:4) cluierten Antcile gaben aus Mcthanol-Ather
70 mg Evozin (Alkaloid-B), Smp. 288-290°, [a]ff == +13° + 2° (¢ = 0,920 in Chloroform), [a]§ -
+17° - 3° (¢ = 0,86 in Methanol). UV.-Spektrum: 4 2% 264,5 nm (loge = 3,51) und Schulter bei
224 nm (loge = 3,79), IR.-Spektrum vgl. Fig. 3, Massenspektrum Fig. 9; hRf = 62 (beige),
19)  Fiar die Durchfithrung der Mikroclementaranalysen danken wir der Analytischen Abteilung
des Instituts fiir organische Chemie und Biochemic der Tschechoslovakischen Akademie der
Wissenschaften in Prag (Direktor Dr. J. Horddlek).
1) Nach Massenspektrum.
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Misch-Smp. mit Originalpraparat ohne Depression. Fiir das Alkaloid-B wird ein Smp. von 288°,
[a}¥? = +14° (CHCL,) angefithrt [5).
CypHgoNO,;  Ber. C56,72 H 5,80 N 2,069, Mol.-Gew. 677,2320
Gef. ,, 5744 ,, 6,08 ,, 1,989,119 Vs 677,232011)

Acetylierung der Mutterlaugenriickstinde. — A. Mit Acetanhydvid-Pyvidin. 4 g nicht
kristallisierende Mutterlaugen und bei der Chromatographie erhaltene amorphe Anteile wurden in
15 ml Pyridin und 10 ml Acetanhydrid im Dunkeln 4 Tage bei 20° stehengelassen. Nach Eindamp-
fen im Vakuum bei 40° wurde der schaumige Riickstand in Ather gelost und fiber eine 2 cm hohe
(g = 1,3 cm) Aluminiumoxidschicht filtriert, um braune polymere Substanzen zu entfernen. Das
eingedampfte Filtrat gab aus Athylacetat 3,2 g Nadeln vom Smp. 165-166°, nach Misch-Smp.,
DC. und IR.-Spektrum identisch mit Evonin. ~ Die Mutterlaugen enthielten nach DC. ausser
Evonin (hRf = 84) noch Evorin (hRf = 58) und eine geringe Menge von zwei gelben Substanzen
vom hRf = 90 und 78.

B. Mit Acetanhydrid-Kaliumacetat. 1,18 g amorphe Mutterlaugenriickstinde wurden in 30 ml
Acetanhydrid geldst, mit 1,5 g geschmolzenem Kaliumacetat versetzt, 3 Tage bei 20° stehenge-
lassen, zwei Std. auf einem siedenden Wasserbad erhitzt und im Vakuum bei 40° eingedampfit.
Der Riickstand wurde in CHCI, geldst, die Lésung mit 2-proz. Ammoniumhydroxid gewaschen,
getrocknet und wie oben iiber eine 1 cm hohe Aluminiumoxidschicht filtriert. Nach Eindampfen
des Filtrates wurde ein weisser Riickstand erhalten, der aus Ather-Petrolither Nadeln vom Smp.
166-167° gab. Nach Misch-Smp., hRf-Wert und IR.-Spektrum (Fig. 1) identisch mit Evonin. —
Die Mutterlaugen enthielten nach DC. ausser Evonin eine geringe Menge Substanzen vom hRf 90
und 78.

Alkalische Hydrolyse des Evonins. — A. 1,4 g Kaliumhydroxid wurden in 50 ml #-Propyl-
alkohol gelost, 1,9 g Evonin zugegeben und das Gemisch 3 Std. auf dem Wasserbad unter Riickfluss
erhitzt. Die dunkelbraune Lésung wurde bei 40° im Vakuum eingedampft, der Rickstand in 20 ml
Wasser gelost und 3mal mit je 10 ml Ather ausgeschiittelt; dieser Atherextrakt wurde nicht weiter
aufgearbeitet. Die wisserige Lésung wurde dann mit 5-proz. Schwefelsidure auf pH 2,5 angesduert
und 20 Std. kontinuierlich mit Ather extrahiert. Die wisserige Schicht wurde tiber eine diinne
Schicht aktiver Kohle filtriert, mit 1N KOH neutralisiert und eingedampft. Der Riickstand wurde
5mal mit heissem Methanol extrahiert; Ausbeute 80 mg eines braunen glasigen Riickstandes, der
amorph blieb.

Der Atherextrakt wurde eingedampft, der Rickstand 3mal mit heissem Wasser extrahiert,
die Losung iiber eine Schicht aktiver Kohle filtriert und das Filtrat im Vakuum eingedampft. Der
erhaltene amorphe Riickstand (450 mg) wurde mit iiberschiissiger dtherischer Diazomethanldsung
versetzt. Nach 2 Std. wurde Ather und iiberschiissiges Diazomethan im Vakuum abgedampft und
der Riickstand bei 112-114°/1 Torr destilliert. Das Destillat wurde in Ather geldst, die Losung mit
einer gesittigten wisserigen Losung von Natriumhydrogencarbonat gewaschen, getrocknet und
nach Abdestillieren des Athers von neuem bei 97-99°/0,05 Torr destilliert. Das Destillat (280 mg)
war eine viskose Flissigkeit, [a]} = ~39° £ 4° (¢ = 0,62 in Methanol). Fiir den Dimethylester der
Evoninsdure (3) wurde ein Sdp. 96-100°/0,05 Torr und [«]}) = —42° {Methanol) angegeben [6].

CpsH,,NO, (251,29)  Ber. C62,13 H6,81 N555% Gef. C61,85 H697 N543%1

B. Zu einer Suspension von 2,5 g Evonin in 50 ml Wasser wurde unter stindigem Rihren im
Laufe von 2 Std. eine gesittigte Losung von 7,3 g Bariumhydroxid zugesetzt. Die Lésung wurde
noch eine Std. auf 100° erhitzt, dann abgekiihlt und mit CO, geséttigt. Die braune Suspension wurde
abfiltriert, das rote Filtrat mit 5-proz. Schwefelsiure auf pH 2,8 angesiuert und kontinuierlich mit
Ather extrahiert.

Dic wisserige Schicht wurde mit festem Bariumcarbonat neutralisiert, die Suspension filtriert
und das Filtrat bei 40° im Vakuum eingedampft. Der Riickstand wurde einigemal mit heissem
Methanol extrahiert. Eindampfen des Methanols gab 300 mg Riickstand, der nicht zur Kristalli-
sation gebracht werden konnte und die Zersetzungsprodukte des Polyhydroxy-Anteils darstellen
diirfte. Die Substanz reduzierte Fehling’sche Losung nicht und gab mit HJO,-Benzidin {12] eine
positive Reaktion auf vicinale Hydroxylgruppen. Beim Versuch zur Nachreinigung an einer
«Dowex Retardion 11 A 8 50/100 mesh»-Siule, wurde die Substanz irreversibel adsorbiert.
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Der Atherextrakt lieferte einen braunen Riickstand, der mit Wasserdampf destilliert wurde.
Im Destillat wurde auf iibliche Weise Essigsdure als Acetanilid vom Smp. 112-113° nachgewiesen;
keine Depression des Misch-Smp. mit authentischem Acetanilid. Der Riickstand der Wasserdampf-
destillation wurde bei 30° im Vakuum eingedampft und dann weiter wie unter A aufgearbeitet. Es
wurden 650 mg Evoninsduve-dimethylester vom Sdp. 96-100°/0,05 Torr erhalten, der auf Grund des
IR.-Spektrums mit dem Dimethylester der Evoninsdure identisch war.

Evoninsdure (3). 450 mg Dimethylester der Evoninsidure wurden mit 50 ml einer 10-proz.
Natriumhydroxidlgsung 10 Std. unter Riickfluss erhitzt. Nach Abkithlung wurde die Lésung mit
Ather gewaschen, mit 5-proz. Schwefelsiure auf Kongorot angesiuert und 10 Std. kontinuierlich
mit Ather extrahiert. Erhalten wurden 230 mg Substanz, die aus Athylacetat-Cyclohexan kristalli-
sierte, Smp. 128-133°. Fiir die Evoninsaure (3) (C;;H;3;NO,) wird ein Smp. von 127-133° [6] angege-
ben. UV.-Spektrum vgl. Fig. 6. Im Massenspektrum (vgl. Fig. 7) wurde das Molekulargewicht zu
223,0850 gefunden (ber. 223,0845).

Reduktionsversuch. - 3,0 g Evorin wurden in 100 ml Benzol geldst und portionenweisc unter
Kiithlung mit 10 ml Natrium-bis-(2-methoxyédthoxy)-aluminiumhydrid (539%,) in Benzol versetzt.
Das Gemisch wurde 2 Std. bei 20° stehengelassen und anschliessend 3 Std. unter Riickfluss erhitzt.
Nach Abkiithlen wurden portionenweisec 100 ml Wasser zugegeben, die Benzolschicht entfernt und
die wisserige Phase noch 5mal mit je 30 ml Benzol extrahiert. Die Benzolanteile wurden nicht
weiter aufgearbeitet. Die wésserige Schicht wurde mit 5-proz. Schwefelsdure neutralisiert und bei
40° im Vakuum cingedampft. Der Riickstand wurde 3mal mit heissem Methanol extrahiert, der
Extrakt durch eine diinne Schicht aktiver Kohle filtriert und eingedampft. Nach 3 Std. Trocknen
bei 0,1 Torr und 60° verblieb 0,9 g Material als weisser Schaum??). Die Substanz beginnt sich bei
iiber 200° zu zersetzen, sie reagiert mit NaJO,-Benzidin [12] positiv auf vicinale Hydroxylgruppen,
reduziert aber Fehling’sche Loésung nicht. Das Massenspektrum zeigte die hochste Spitze bei
mfe 303, das far C;;H,40,, berechnete Molekel-lon 366 wurde nicht beobachtet. Acetylierung
lieferte cin amorphes Rohprodukt, iber das spiter berichtet wird.

Desacetylevonin (13). — A. 640 mg Evonin (17) wurden in 50 ml Methanol geldst, mit 25 ml
2,5-proz. wisscriger Natriumhydrogencarbonat-Losung versetzt und 14 Tage bei 20° stehenge-
lassen. Die intensiv rot gefirbte Losung wurde dann im Vakuum bei 30° eingedampft und der
Riickstand 3mal mit heissem Chloroform extrahiert. Nach Abdestillieren des Losungsmittels kri-
stallisierte der Riickstand aus Aceton; Ausbeute 160 mg Desacctylevonin (13), Smp. 272-274°;
[a)ff = +17° 4 2° (¢ = 0,38 in Aceton), [x]} = +64° L 4° (¢ = 0,76 in Methanol). Die Substanz
gab mit NaJO,-Benzidin [12] eine positive Reaktion aul vicinale Hydroxylgruppen. UV.-Spek-
trum: 2 A% 265 nm (loge = 3,46) und Schulter bei 223 nm (loge = 3,79); TR.-Spektrum vgl. Fig. 4,
Massenspektrum vgl. Fig. 8.

CheHysNO,,  Ber. € 56,60 H 598 N2,54% Mol-Gew. 551,2003
Gef. ,, 56,54 ,, 6,14 ,, 2,419 ., 551,200811)

B. 500 mg Evoyin (15) wurden in 90 ml Methanol gelést, mit der Losung von 500 mg Natrium-
hydrogencarbonat in 35 ml Wasser versetzt und das Gemisch im Dunkeln bei 20° 16 Tage stehen-
gelassen. Aufarbeitung wie unter A gab 120 mg Desacetylevonin vom Smp. 273-274°.

C. 3,15 g amorphe Gemische aus Muttevlaugen von A cetylierungsversuchen wurden in 200 ml Me-
thanol gelést, mit der Lésung von 3 g Natriumhydrogencarbonat in 100 ml Wasser versetzt und das
Gemisch 8 Tage im Dunkeln bei 20° stehengelassen. Die braunrote Lésung wurde weiter wie sub A
aufgearbeitet. Erhalten wurden 2,15 g Rohprodukt, das nach Kristallisation aus Accton 400 mg
rcines Desacetylevonin vom Smp. 273-274° licferte. Es war nach Misch-Smp. und IR.-Spektrum
mit den Priparaten aus den Versuchen A und B identisch.

Acetylierung des Desacetylevonins. — 100 mg Desacetylevonin (13) wurden in 5 ml
Acetanhydrid und 0,5 ml Pyridin einen Tag bei 20° stehengelassen. Nach Eindampfen im Vakuum

12) DC. an ciner geschittteten Aluminiumoxidschicht (Aktivitat I1) im System Benzol-Athanol-

(9:1); Nachweis durch Besprithen mit konz. Schwefelsdure und Erhitzen zcigte cinen Fleck
mit hRf = 35 und Spuren einer Substanz vom hRf = 45.



Herverica CaimMica Acta — Vol. 54, Fasc. 7 (1971) — Nr. 234 2157

wurde der Riickstand in Chloroform gelost, mit 1-proz. Ammoniumhydroxidlésung gewaschen und
nach Trocknen tiber Natriumsulfat das Losungsmittel abdestilliert. Der Riickstand wurde in 10 g
Aluminiumoxid in einer Siule von @ = 14 mm chromatographiert. Als Elutionsmittel wurde
Benzol (Fraktionen 1-60), Benzol mit 1,5% Athanol (Fraktionen 61-94) und Benzol mit 59,
Athanol (Fraktionen 95-130) verwendet. Entnommen wurden Fraktionen zu 3 ml.

Die Fraktionen 25-54 gaben aus Athylacetat 30 mg krist. Evonin vom Smp. 165-167°, nach
Misch-Smp., DC. und IR.-Spektrum identisch mit authentischemn Evonin (17).

Die Fraktionen 55-65 gaben aus Ather-Petrolither 20 mg krist. Evorin, Smp. 256-258°, die
nach Misch-Smp., Rf-Wert und IR.-Spektrum mit authentischem Evorin (15) identisch waren.

Die Fraktionen 66-69 licferten aus Ather-Petrolather 5 mg Evorin und die Mutterlaugen ga-
ben 5 mg Iso-evorin (16) (Alkaloid-D), das nach Rekristallisation aus Ather-Petrolather einen Smp.
von 185-188° aufwies. Nach Misch-Smp. und DC. identisch mit Alkaloid-D von Osowiecki (nicht
publiziert). Massenspektrometrisch (Fig. 12) wurde das Molekulargewicht 719,2450 ermittelt, was
der empirischen Formel Cg,H,;NO,, (719,2425) entspricht. Das IR.-Spektrum ist aus Fig. 5 er-
sichtlich.

Die nicht kristallisierenden, bei der Chromatographic gewonnenen Anteile und die Mutter-
laugen enthielten gemiss DC. neben Evonin (hRf = 84 — hautfarben) und Evorin (hRf = 58 —
violett), das Alkaloid-D (hRf = 71 — gelb) und weitere drei Dragendorff-positive Substanzen vom
hRf = 88, 80 und 47. '

Iso-desacetylevonin. — A. Bereitet in wésseriger H,50,. 1,5 g Evonin wurden in 30 ml
30-proz. Schwefelsdure unter staindigem Rithren 1 Std. auf einem siedenden Wasserbad erhitzt.
Die Losung wurde dann 5 Std. kontinuierlich mit Ather extrahiert. Die wisserige Schicht wurde
mit festem Bariumcarbonat neutralisiert, die Suspension filtriert, das Filtrat im Vakuum einge-
dampft und der Riickstand mit sicdendem Chloroform extrahiert. Abdestillieren des Chloroforms
lieferte 300 mg Riickstand. Dieser gab aus Aceton 60 mg Kristalle von Iso-desacetylevonin vom
Smp. 275-278° (Zers.), [@]# = +115° + 5° (¢ = 0,70 in CHCl,—~CH,OH)-(1:1)); hRf = 18.

CogHggNO,, Ber. C56,60 H 598 N2,54%  Mol.-Gew. 551,2003
Gef. ,, 56,00 ,, 6,37 ,, 2,41919) . 551,20041)

B. 3,0 g Evonin wurden in 100 ml Methanol gelost, mit 100 ml 0,3~ H,S0, versetzt und das
Gemisch 5 Std. unter Riickfluss erhitzt. Nach Abkiihlen wurde die L.osung mit 100 ml Wasser ver-
diinnt und im Vakuum auf ein Volumen von 100 ml eingeengt. Zusatz von 50 ml Ather erzeugte
eine weisse Fillung (Evoninsulfat 2,65 g), die abgesaugt und in die Evoninbase iibergefithrt wurde.
Kristallisation der Base aus Athylaceta.t gab 2,1 g reines Evonin, Smp. 164-166°, hRf = 84. Die
wisserige Schicht wurde mit festem Bariumcarbonat neutralisiert, filtriert, das Fiitrat zur Trockne
eingedampift und 2mal mit heissem Methanol extrahicrt. Eindampfen der methanolischen Lésung
lieferte 350 mg Riickstand. Dieser gab aus Aceton-Ather 20 mg Substanz, die im DC. auf Kieselgel
G im System Benzol-12%, Athanol zwei Flecke vom hRf == 23 und 18 lieferte. Der Fleck vom hRf
== 18 ist mit jenem von Iso-desacetylevonin identisch.

Bereitung der Rohenzyme aus E. europaea L. — Frisch gesammelte Friichte (984 g} wur-
den gemahlen und mit Petroldther extrahiert. Die entfetteten Friichte wurden im Vakuum bei 15°
getrocknet (430 g), mit 1500 ml Wasser und 5 ml Toluol vermischt und 3 Tage bei 3° stehengelassen.
Das Gemisch wurde dann filtriert, das Filtrat im Vakuum bei 30° auf ein Volumen von 100 ml ein-
gedickt, mit 500 ml Athanol verdiinnt und anschliessend ecinen Tag bei 3° stehengelassen. Die ge-
bildete Fillung wurde abzentrifugiert, in destilliertem Wasser aufgelést, von neuem mit Athanol
ausgefdllt, abzentrifugiert und die Fallung im Vakuum bei 10° getrocknet. Ausbeute 5 g rohes
Enzym.

Enzymatische Hydrolyse des Evonins. — 1 g Evonin wurde mit 3 g Rohenzym, das sich in
einem Gemisch von 80 ml Wasser und 4 ml Toluol befand, vermischt und dann 7 Tage im Thermo-
staten bei 37-39° stehengelassen. Das Gemisch wurde dann 5mal mit Ather ausgeschiittelt. Kri-
stallisation aus Ather-Petrolither gab 0,92 g Kristalle vom Smp. 258-260°, [«]% = 423° L 2°
(¢ = 0,62 in Chloroform), die auf Grund des Misch-Smp. und der IR.-Spektren mit Evorin (Fig. 2)
identisch waren.
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235. Photochemische Reaktionen
66. Mitteilung [1]

UV.-Bestrahlung von 11-0Oxo0-Steroiden IV
Neuartige Photoisomerisierung von 3,20-Di-idthylendioxy-
11-0x0-A4"-5a-pregnen
von P. Gull, H. Wehrli und O. Jeger

Organisch-chemisches Laboratorium der Eidgengssischen Technischen Hochschule Ziirich

(6. 1X. 71)

Summary. UV .-irradiation of the 11-oxo-AM-5a-pregnene derivate 16 gives rise to a novel
photochemical reaction. The preferential attack of the photochemically excited carbonyl on
CH-8 furnishes the tertiary cyclopropanol compound 18 in high yield.

In fritheren Arbeiten [2-5] beschrieben wir die UV.-Bestrahlung der A5 ungesittig-
ten- sowie der 5a- und 58-11-Oxopregnan-Verbindungen 1, 3, 5, 7, 9 sowie des
3-Athylenketals von 3,11-Dioxo-lanostan (11). Dabei wurden unter dominierendem
Angriff an der anguldren Methylgruppe 19 je nach Konstitution und Konfiguration
an C-5 sowie je nach Substitution an C-4 und C-14 in wechselnden Ausbeuten die





