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179. Carotinoid-Glykeside
2. Mitteilung?)
Untersuchungen zur Carotinoid-Zusammensetzung im Safran

von Hanspeter Pfander und Fritz Wittwer 2)
Institut fiir organische Chemic der Universitit Bern, Linggass-Strasse 7, 3012 Bern

(7. V. 75)

Zysammenfassung. In der vorliegenden Arbeit wurde der Athanolextrakt (70proz.) von Safran
naturalis untersucht und die drei Hauptprodukte isoliert, Die kristallisierten Verbindungen wur-
den in natirlich vorkommender und in peracetylicrter Form mit Rilfe von UV./VIS.-, IR.-,
NMR.- und Massen-Spektren charakterisiert. Der Zuckernachweis in den drei verseiften Kom-
ponenten erfolgte mittels Papier-, Ditnnschicht- und Gas-Chromatographie. Bei den drei Ver-
bindungen handelt cs sich um Crocin — Crocetin-di-(-D-gentiobiosyl)-ester (I), Crocctin-(§-p-
gentiobiosyl)-(f-p-glucosyl)-ester (II) und Crocetin-di-(f-D-glucosyl)-cster (ITI). Die Vergleichs-
spektren der partialsynthetisierten, peracctylierten Derivate Crocetin-di-(2,3,4,8,9,10,12-hepta-
O-acetyl-g-n-gentiobiosyl)-ester (TV) und Crocetin-di-(2, 3,4, 6-tetra-O-acetyl-g-p-glucosyl)-ester
(VI) bestitigen die Strukturen der gefundencn Verbindungen.

1. Einleitung. — Der Safranfarbstoff wurde erstmals im frithen 19. Jahrhundert
durch Aschoff [2] chemisch untersucht, der das Pigment «Crociny benannte. In ciner
Reihe von weiteren Arbeiten [3] wurde vor allem die Glykosidnatur des Crocins er-
kannt. In den Jahren 1927-33 gelang den Schulen von Karrer und Kukn die Er-
mittlung der richtigen Konstitutionsformel des Crocins (1), als Di-gentiobiosyl-ester
des Crocctins (8,8'-Diapo-carotin-8,8'-diséiure) [4-7]. Im Verlaufe dieser Arbeiten
wurde peracetyliertes Crocin partialsynthetisicrt, wihrend die Partialsynthese des
natiirlichen Crocins misslang. 1953 gelang Inhoffen & Isler [8] dic erste Totalsynthese
des Crocetin-dimethylesters.

Im Rahmen unserer Arbeiten iiber Carotinoidglykoside [1] waren wir an der
Isolierung von Crocin interessicrt, wobei s sich zeigte, dass der Safranfarbstoff kein
einheitliches Pigment darstellt. In der vorliegenden Arbeit wird tiber dic Struktur-
aufklirung der wasserléslichen Hauptkomponenten des Safranfarbstoffes berichtet.

2. Ergebnisse. - Der Athanolextrakt des zuerst mit Ather crschépfend ausge-
zogenen Safrans liess sich nach der Vortrennung aul der ncuen Verteilungsapparatur
nach Signer (vgl. [9]) diinnschichtchromatographisch in acht Zoncn trennen (Fig. 1).

Vorerst wurden die drei Hauptzonen 1, 5 und 8 isoliert, tcilweise peracetyliert,
und die Verbindungen spektroskopisch charakterisicrt. Der Nachweis der Zucker-
komponente erfolgte nach der Hydrolyse durch Papier-, Diinnschicht- und Gas-
Chromatographie. - Aus diesen drei Zonen konnten dic i Schema dargestellten Ver-
bindungen isoliert werden3).

1) Erstc Milteilung, sichc [1].

2) Teil der geplanten Disscriation von I, Wittwer, Universitit Bern.

8 Die Numerierung des Aglykons erfolgle nach: Tentative Rules for the Nomenclatute of
Carotenoids (TUPAC Commission).
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Crocetin-di-(f-D-gentiobiosyl)-ester, Crocin (I). Dic aus der Zone 8 isolierte Ver-
bindung weist im Laufmittel Athylacetat/2-Propanol/Wasser 50:30:15 einen Rf-
Wert von ca. 0,25 auf. — Das Elektronenspektrum, gemessen in Pyridin, zeigt Maxima
bei 421, 443 und 471 nm und stimmt mit demjenigen der Literatur [10] iiberein.

Das Spektrum der peracetylierien Verbindung IV (Fig. 2) weist in Chloroform
Maxima bei 422, 443 und 472 nm auf und stimmt mit demjenigen der aus dem Croce-
tin-di-silbersalz und Acetobromgentiobiose nach der Methode von Kuwhn |7] partial-
synthetisicrten Verbindung gut {ibercin.

Das Massenspektrnm der peracetylierten Verbindung IV (Fig. 3), welches mit
demjenigen des partialsyntlietisierten peracetylicrten Crocins identisch ist, bestitigt
die vermutete Struktur durch das Auftreten des Molekel-Tons bei mfe 1564, sowie
durch die Fragmente bei mfe 1217 (M — 347), 946 (M — 619 + H), 929 (M — 635),
886 (M — 347 -- 331) und die entsprechenden Bruchsticke bei mje 635, 619 und 331,
welche durch die Abspaltung der Mono- resp. Disaccharideinheiten entstehen.
Weitere Fragmentierungen kénnen durch dic Abspaltung von Essigsdure (z.B. m/e
1504 = M — 60), von Toluol, welclies fiir Carotinoide charakteristisch ist (z.B. m/e
1412 == M — 60 — 92, Keten und CH,CO* erklirt werden (ndheres siche exper. Teil).

Das in Fig. 4 gezeigte NMR.-Spektrum der peracetylierten Verbindung IV unter-
stiitzt die vermutete Struktur. Dic fiir das Carotinoid charakteristischen Signale (11]
sind bei 7,33 ppm (2 H, Protonen am C(10) resp. C(10°)) und zwischen 6,25 und 6,9 ppm
(8 H, iibrige olefinische Protonen) zu erkennen. Die Signale zwischen 3,4 und 5,85 ppm
konnen den Protonen der Gentiobiose zugcordnet werden, das Dublett bei 5,75 ppm
(2 H) dem Proton am anomeren C(1} der Gentiobiose, wobei dic Kopplungskonstante
von J ~ 8 Hz auf dic g-p-Konfiguration hinweist (siche exper. Teil). Diec Methylpro-
tonen der Acetoxygruppen und der Polyenkette (C(19), C(20), C(19') und C(20')) sind
zwischen 1,93 und 2,09 ppm (54 H) zu beobachten. Das im CDCls enthaltene HzO
erzeugt ein Signal bei 1,65 ppm, withrend die Signale zwischen 1,2 und 1,6 ppm
Verunreinigungen zuzuschreiben sind und im Spektrum der partialsynthetisch dar-
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gestellten Verbindung, welches in iibrigen mit demjenigen der isolierten Verbindung
identisch ist, schwicher auftreten. Im NMR.-Spektrum der nicht acctylierten Ver-
bindung I sind dic analogen Signale zu beobachten (siehe exper. Teil).

Das in KBr aufgenommene IR.-Spektrum (Fig. 5 und exper. Teil} der acetylierten
Verbindung IV stcht mit der angegebenen Struktur in bestem Einklang.
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Fig. 3. Massenspekirum des peracetylievien Crocins (IV)
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¥ig. 5. IR.-Spektrum (in KXDBr) des peracetylierten Crocins (IV)

Wihrend sich das IR.-Spektrum der partialsynthetischen Verbindung als iden-
tisch erweist, zeigt das Spektrum der nicht acetylicrten Verbindung I gleiche Lage
der Signale, jedoch fehlen die intensiven Acetatbanden.

Zum Nachweis der Zuckerkomponcnte wurde die Verbindung I in ammoniakali-
schem Athanol hydrolysicert., Sowohl papier- und dunnb(.hlcht—chromatographlsch als
auch gas-chromatographisch (als Silylderivat) liess sich einzig Gentiobiose nachwei-
sen. Somit kommt der aus Zone 8 isolierten Verbindung I, welche mengenmissig das
Hauptcarotinoid im Safran darstcllt, die Struktur decs Crocetin-di-(f-D-gentiobiosyl)-
esters zu, wie dies bereits von Kwhn |5] und Karrer (6] postuliert wurde.

Crocetin-(3-D-gentiobiosyl)-(B-D-glucosyl)-ester (I1). Die aus Zone 5 isoliertc Ver-
bindung weist im Laufmittel Athylacetat/2-Propanol/Wasser 50:30:15 cinen Rf-Wert
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von ca. 0,5 auf. — Sowohl das Elektronenspcktrum von II als auch das von der per-
acetylierten Verbindung V sind mit den entsprechenden Spektren des Crocins in
Bezug auf die Lage der Maxima und des Habitus identisch; ebenso sind die IR.-
Spektren im wesentlichen analog.

Einen Hinweis auf die Struktur der Verbindung gibt das Massenspektrum der
peracetylierten Verbindung V (Fig. 6) mit eincm Molekel-Ion bei m/e 1276, was auf eine
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Fig. 6. Massenspekirum von Verbindung V (= pevacelyliertes 11)



1614 HerveTica Caimica Acrta — Vol, 58, Fasc. 6 (1975) — Nr. 179

Verbindung mit drei Monosaccharid-Einheiten hinweist. Im Spcktrum treten wie
bei Verbindung IV, durch Abspaltung der Mono- und Disaccharide, Fragmente bei
mfe 946 (M — 331 -- H), 945 (M — 331), 930 (M — 347 + H), 929 (M — 347), 915
(M — 361), 658 (M — 619 + H), 642 (M -- 635 4. H), 641 (M - 635) und bei m/e 619
und 331 auf. Daneben treten typische Carotinoidfragmentierungen (Abspaltung von
Toluol) und, wie bei der Verbindung IV, die Abspaltung von Essigsiure, Keten und
CHaCO"‘ auf.

Das NMR.-Spektrum der isolierten Verbindung und des Peracetylderivates V
(Fig. 7) sind in Bezug auf dic Signallage mit denen der Verbindungen ¥ und IV iden-
tisch. Charakteristische Unterschiede sind jedach im Intcgral zu beobachten. So be-
tragt das Integral des Multipletts zwischen 4,85 und 5,33 ppm lediglich 9 H, das
Dublett bei 4,55 ppm (Proton am C(7) der Gentiobiose) entspricht einem Proton und
das Muitiplett zwischen 1,93 und 2,15 ppm (Methylprotonen der Acetoxygruppen und
Ketten-Methylgruppen) 45 H, was mit der postulierten Struktur iibereinstimmt,

Nach crfolgter Hydrolyse konnten chromatographisch n-Glucose und p-Gentio-
biosc als Zuckerkomponenten nachgewiesen werden, wobei die gas-chromato-
graphische Untersuchung ein Verhiltnis von ungefihr 1:1 ergab. Bei der isolierten
Verbindung IT handelt es sich somit um einen gemischten Zuckerester des Crocetins,
den Crocetin-(f-1-gentiobiosyl)-(B-D-glucosyl)-ester.
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Fig. 7. NM R.-Spekirum (in CDClg) von Verbindung V (= peracetylieries 11)

Crocetin-di-(f-v-glucosyl)-ester (I11). Der Ri-Wert dieser Verbindung betrigt im
Laufmittel Athylacetat/2-Propanol/Wasser 50:30:15 ca. 0.8. ~ Die Elektronenspek-
tren der Verbindung III, des Peracetylderivates VI und der partialsynthetisch dar-
gestellten Peracetylverbindung sind mit den Spektren der vorgéngig beschriebenen
Verbindungen identisch. Ebenso sind die IR.-Spektren im wesentlichen sehr dhnlich.

Das Massenspektrum der Verbindung VI (Fig. 8) zeigt ein Molekel-Ion bei m/e 988,
was einem Diester von Crocetin mit zwei Hexoseeinheiten entspricht. Die Fragmente
bei mje 658 (M - 331 + H), 642 (M — 347 -|- H), sowie bei mfe 331, und die Ab-
wesenheit der fiir Disaccharide charakteristischen Fragmentierung bestétigen die vor-
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Fig. 8. Massenspektrum von Verbindung V1 (== pevacetyliertes 111)

geschlagene Struktur. Die iibrigen Fragmentierungen kdnnen analog denen der vor-
gingig beschriebenen Verbindungen erklirt werden.

Die NMR.-Spektren der Verbindungen I und VI (Fig. 9) stchen in Einklang mit
der postulierten Struktur, So fehit das Dublett bei 4,53 ppm (Proton am C(7) des
Disaccharides), das Integral zeigt 6 H fiir das Multiplett zwischen 4,9 und 5,36 ppm
(Protonen an C(2)-(C(4)), wihrend das Multiplett zwischen 1,82 und 2,11 ppm 36 Pro-
tonen entspricht. Das Signal bei 3,65 ppm diirfte auf eine Verunreinigung zuriick-
zuflihren sein und fehlt bei der partialsynthetisierten Peracetylverbindung.

Mit den drei angewendeten chromatographischen Methoden konnte nach der
Hydrolyse als einziges Kohlenhydrat Glucose nachgewiesen werden. Somit handelt
es sich bei dieser Verbindung um Crocetin-di-(8-v-glucosyl)-ester (1TI).
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Fig. 9. NM R.-Spektrum (in CDCla) von Verbindung VI (= peracetylievies I111)

3.Diskussion. — Karrer und Kuhn isolierten aus dem Safran als einziges Carotinoid-
Glycosid den Crocetin-di-(8-p-gentiobiosyl)-ester, Wir isolierten neben dem Crocin,
welches mengenmissig den Hauptanteil der Carotinoide darstellt, auch den Di-
glucosylester und den gemischten Ester aus Glucose und Gentiobiose. Es stellt sich
nun die Frage, ob die isolierten Produkte natiitlich vorkommen, oder Artefakte dar-
stellen.

Die Tatsache, dass in fritheren Arbeiten dic Glucosylester nichit gefunden wurden,
ergibt keine weiteren Hinweise, da bei der Isolierung die Verbindung lediglich durch
Umbkristallisation gereinigt wurde, wobei Nebenprodukte verloren gehen kénnen.
Eine Bildung der Glucosederivate wihrend der Aufarbeitung, durch Umesterung mit
Glucose im Extrakt, glauben wir ausschliessen zu kénnen, da dic quantitative Zu-
sammensetzung der einzelnen Zonen von Beginn der Aufarbeitung -- laufend kontrol-
liert — konstant blieb,

Es bleibt somit die ¥rage offen, ob dicse gefundenen Verbindungen zwischen der
Ernte und der Aufarbeitung wihrend der Lagerung entstanden sind, oder ob cs sich
wirklich um Naturprodukte handelt,

Die Strukturermittlung der anderen isolierten Nebenprodukte, sowie die Unter-
suchung der Carotinoidzusammensetzung von frischema Safran und die Partial-
synthese der isolicrten Verbindungen sind zur Zeit im Gange.

Dicse Arbeit wurde durch dic Firma /. Hoffmann-La Iocke & Co. AG (Basel) unterstirtzt.
Besonderer Dankgiltden Herren Dres. L. Chopard, G. Englevtund W. Vetler, sowic Herrn W. Meister,
{iir die Aulnahme der 1R.-, NMR.- resp. Massen-Spcektren, und Herrn Dr, H. Thommen {iir seine
wertvollen Anregungen,

4. Experimenteller Teil

Allgemeines. Die Extraktion und simtliche Reaktionen wurden unter Argon- oder Stickstoff-
Atmosphire im Dunkeln ausgefihrt.

Reagentien. Crocetin-diiithylester wurde uns freundlicherweise von der Iivma I’. Hoffmann-
La Rockhe & Co. AG (Basel) zur Verfligung gestelil. Die x-Acctobromglucose (Nr. 00530) war das
kdufliche Produkt der Fluka 4G {Schweiz). Das Gentiobiose-octaacetat (N1, G 3125) wurde von
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der Firma Sigma, Chemical Company (USA) bezogen, Dic Herstollung der a-Acetobromgentiobiose
erfolgte nach ciner Vorschriit von D. H. Brauns [12].

Isolierung der Safran-Glykoside. — 20 g Safran (Crocus naturalis pulvis, Siegfried & Co.
(Zofingen), Nr. 127622) wurden wihrend 24 Std. mit 120 mi trockencmn Ather extrahiert. Nach
dem Abzentrifugieren wurde der Rickstand in 320 ml 70proz. Athanol 46 $td. geriihrt. Nach
crneuter Zentrifugation wurdc die tief rot gefirbte, klare Lésung mit 320 m) abs, Athzpol versctzt
und bei + 5° fiir 36 Std. stehengelassen, wobei sich an den Winden des Gefisses grosstenteils
slige, leicht braun gefdrbte Begleitsubstanzen nicderschlugen. Aus der klaren Losung konnten
durch Eindampfen des .osungsmittels 10,7 g Rohextrakt gewonnen werden.

Auf der neuen Vertcilungsapparatur nach Signer (vgl. [9]) wurden 5 g des Athanolextraktes
im Phasenpaar #-Butanol{1120 vorgctrennt. Die Probencingabe erfolgte in der Butanolphase; dic
Rotationsgeschwindigkeit des Zylinders (30 Umdrchungen{Min }, sowie die Durchlaufgeschwindig-
keit der beiden Phasen (5-36 ml/Std.) wurden geméss der Beobachtung des Treunvorganges
variiert. Durch dicse Vortrennung konnte ein Teil der Hauptkomponente (Crocin) rein abgetrennt
und dirckt kristallisiert werden, withrend dic iibrigen Komponenten stark angereichert wurden
und ein grosser Teil der farblosen Begleitsubstanzen abgetirennt werden konnte.

Die einzelncn ¥raktionen wurden anschliessend durch 2malige Diinnschichichromatographie
weiter aufgetrennt {1, DC.; Kicselgel G nach Stahl, gepuffert mit 0,23 M Natriumacetat, Schicht-
dicke 0,2 mm; 2. DC.: Kicselgel H nach Siakl, Schichtdicke 0,2 mimn; Laufmittel fiir beide Tren-
nungen Athylacctat/2-Propanol/HaO 50:30:15). Die Kristallisation erfolgtc aus 80proz. Athanol.

Acetylierungen. Dic kristallinen Crocctinderivate wurden in trockenem Pyridin und Essigsdurc-
anhydrid im Verhaltnis 2:1 geltst und 24 5td. stchengelassen. Anschliessend wurde mit n-Butanolf
H30 im Verhiltnis 1:1 ausgeschittelt, die Butanolphasc mit ges. KoCOa-Losung und 3mal mit
Ha0 gewaschen und tiber NagSOy getrocknet. Die Kristallisation crfolgte aus abs. Athanol.

Spektroskopische Daten der Safran-Glykoside. —

Crocetin-di-{B-D-gentiobiosyl)-ester = Crocin (1), —~ UV_|VIS. (Pyridin): 421, 443 und 471 nm. —
NMR. ((CDs)eSO): 7,2-7,5 (2 H, Proton am C(10) resp. C(10) der Kette); 6,4-7,0 (8 H, tbrige
Protonen der Kettc) ; 5,4 (2H, Proton am C(1) der Gentiobiose, J ~ 8); 5,1 (—OH der Gentiobiose) ;
4,15 (2 H, Proton am C(7) der Gentiobiose, | ~ 8); 2,8—4,1 (ibrige Zuckerprotonen + 1130);
2,5 (DMSO), 1,97 (12 H, Ketten-Mcthylgruppen); 1,7 (nicht interpretierbar), 1,05-1,3 ppm
{(Athanol und Paraffin), — IR.: 970 (—CH~Cli— fraus), 1077 (- C—~0—C— Ather), 1230 (Ester
—C—0—), 1578 und 1614 (—C=C— konj. Polyen), 1700 (konj. Ester —C=0), 2960 (aliphat. CL1},
3408 cm-1 (--OH und wenig Kristallwasser).

Crocetin-di-(2,3,4,8,9,10,12-hepta-O-acetyl-f-v-gentiobiosyl)-ester (IV). Shmiliche Spektren
der partialsynthetisierten und der durch Peracctylierung der isolierten Verbindung crhaltenen
Substanzen stimmen dbcrein,

UV./V1S. (CHCla): 422, 443 und 472 nm. -- M8S.: Carotinoidfragmente bci mje 1564 (M), 1505
(M ~ 59), 1504 (M — 60), 1412 (M - 92 — 60), 1353 (M — 92 — 60 — 59), 1217 (M — 347),
1124 (M — 92 — 348), 946 (M — 619 + H), 929 (M — 633), 886 (M — 619 — 59) oder (M — 347
~— 331), 837 (M — 635 — 92), 109, 91, 83, 69 und 43, Eine Reihe von Fragmenten der peracetylier-
ten Glucosc wurden von Biemann [13] postuliert und in dicsem Spcktrum bei mfe 331, 289
(331 ~ 42), 271, 229, 211, 169 (1009%), 157, 145, 115, 109, 103, 73, 60, 59 und 43 gefunden. Eine
entsprechende Fragmentierung kénnte auch dic Gentiobiose aufweisen, deren Spaltstiicke bei
mle 635, 620, 619, 577 (619 — 42), 576 (619 — 43), 560 (619 — 59), 559 (619 — 60), 534 (619 —
43 — 42), 516 (619 — 60 ~ 43), 507 (635 ~ 43 — 43 — 42), 499 (619 -~ 60 — 60), 474 (619 —
59 — 43 — 43), 457 (619 — 60 — 60 — 42), 443 (620 — 59 — 59 — 59), 439 (619 — 60 — 60 —
60), 414 (635 — 60 —~ 59 — 59 — 43), 397 (619 — 60 — 60 — 59 — 43), 354 (619 — 60 — 60 —
59 —~ 43 ~— 43), 288 (619 — 331) und 272 {619 — 347) licgen. — NMR. {CDCla): 7,33 (211, H am
C{10) resp. C(10") der Kette; CHCla); 6,25-6,9 (8 H, ubrige olefinische Frotonen); 5,75 (2 11,
Proton am C(1) der Gentiobiose, J ~8); 4,53 (2 H, Proton am C(7) der Gentiobiose, J ~ 8);
4,83-5,33 (12 H, Protonen an C(2)--C(4) resp. C(8)--C(10) des Disaccharids); 3,95+4,53 (4 H,
Protonen am C(12) des Zuckers); 3,43-3,93 (8 H, Zuckerprotonen an C(5), C(6) und C(I1));
1,93-2,09 (54 H, Methylprotonen der Acetoxygruppen und der Polyenkette) ; 1,65 {Ha0 im CDCly);
1,2-1,6 ppm (Athanol und Paraffin). - IR.: 984 (—CH~CH— trans), 1077 (—C—O- -C— Ather),

102
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1228 (Ester —C—0—), 1584 und 1616 (—C=C— konj. Polycn), 1720 und 1759 (konj. und nicht
konj. Ester —C=0), 2980 (aliphat. CH) und 3440 cm~1 (wenig Kristallwagser).

Cracetin-(f-n-gentiobiosyl)-(B-D-glucosyl)-ester (T1). - UV.[VIS. (Pyridin): 421, 443 und 471
nm, - NMR. {C123)3S0: 7,34 (2 H, H am C(10) resp. C(10’) der Kette: CHCla); 6,4-7,0 (8 H, Qbrige
Kettenprotonen); 5,4 (2 H, Proton am C(1) der Gentiobiose resp. Glucose, J ~ 8); 4,3-5,55
(H der Zucker-OH); 4,15 (1 I, H am C(7) der Gentliobiose, J ~ 8); 2,7-4,05 (restliche Zucker-
protoncn + Hy0); 2,5 (DMS0); 1,97 (12 H, Ketten-Methylprotonen); 1,68 (nicht interpretierbar);
0.7-1,3 ppm (Athanol und Paraffin), — IR.: 971 (—CH=CH-. trans), 1082 (—C-—O—C— Ather),
1233 wnd 1293 (Ester —C=0—), 1583 und 1615 (-—C=C— konj. Polyen), 1685 (konj. Ester —C=0),
2960 (aliphat. CH), 3446 cm—L (—OH und wenig Kristallwasscr).

Crocetin-(2,3,4,8,9,10,12-kepia-0-acetyl-f-v-gentiobiosyl)-(2, 3, 4, 6-tetra-0-acetyl-B-D-glucosyl) -
estey (V). UV.[VIS, (CHCly): 421, 443 und 472 nm. — MS. : Carotinoidfragmente bei m/fe 1276 (M),
1217 (M — 59), 1216 (M — 60), 1184 (M — 92), 1125 (M — 92 — 59), 1124 (M - 92 — 60), 946
(M -~ 331 + H), 945 (M — 331), 930 (M — 347 + H), 929 (M — 347), 915 (M — 361), 886
(M - 331 — 59), 838 (M - 92 - 347 + H), 837 (M ~ 92 — 347), 823 (M — 92 — 361), 794
(M — 92 — 331 — 59),658 (M — 619 + H), 642 (M — 635 + H), 641 (M — 635), 599 (M ~ 619
— 39 4+ H), 598 (M — 619 — 59), 549 (M — 92 — 635), 507 (M — 92 — 619 — 59 + H), 506
(M — 92 — 619 — 59),461 (M — 635 — 60 — 60 — 60), 457 (M — 92 — 92 — 635), 109, 91, 83,
69, 43 (100%), sowie Zuckerfragmente beim/e 619, 576 (619 — 43), 560 (619 — 39), 559 (619 — 60),
550 (635 - 43 — 42), 535 (619 — 42 — 42), 516 (619 — 60 — 43), 501 (619 — 59 — 59), 499
(619 — 60 — 60), 474 (619 — 59 — 43 — 43), 447 (619 —~ 43 — 43 — 43 — 43), 439 (619 —~ 60 ~
60 — 60), 415 (635 — 59 ~ 59 — 59 — 43), 397 (619 — 60 ~ 60 — 59 — 43), 355 (619 —~ 60 —
59 — 59 — 43 — 43), 354 (619 — 60 — 60 — 59 — 43 — 43), 353 (619 — 60 — 60 — 60 — 43 —
43), 331, 289 (331 — 42), 271, 229, 211, 169, 157, 145, 115, 109, 103, 73, 60, 539 und 43 (100%). ~
NMR, (CDCla): 7,33 (2 H, H am C(10) resp. C(10") der Kette; CHClg); 6,25-6,9 (8 H, restliche
Kettenprotonen); 5,65-5,87 (2 H, H am C(1) von Gentiobiose resp. Glucose, J ~ 8); 4,85-5,33
(9 H, H an C(2)—C(4) von Gentiobiose und Glucose, sowie an C(8)—C(10) der Gentiobiosc); 4,55
(1 H, H am C(7) des Disaccharids, J ~ 8); 3,954,45 (4 H, 11 am C(12) der Gentiobiose und C(6)
der Glucose); 3,43-3,95 (5 I, H am C(5), C(6) und C(11) der Gentiobiose, sowie am C(5) der
Glucose); 1,93-2,15 (45 H, Methylprotonen der Acetoxygruppen und H der Polyenkette); 1,6
(H20), 0,75-1,35 ppm (Athanol und Paraffin). — TR.: 978 (—CH=CH— trans), 1226 (Ester —C~-0—),
1580 und 1614 (—C=C— konj. Polyen), 1717 und 1760 (konj. und nicht konj. Ester —C=0),
2980 (aliphat. CH), 3436 cru—! (wenig Kristallwasser).

Crocetin-di-(3-pD-glucasyl)-estey (I11I). -- UV.(VIS. (Pyridin): 421, 443 und 471 nm. — NMR.
((CDg}eS0): 7,7 (CHClg); 7,34 (211, H am C(10) resp. C(10") der Kette); 6,4-7,0 (81, tibrige Ketten-
protonen); 5,43 (2 H, Proton am C(1) der Glucose, J ~ B); 4,85-5,43 (6 H, Protonen dreier OH-
Gruppen der Glucosc); 4,45-4,7 (2 H, Proton der restlichen OH-Gruppe am Monosaccharid) ;
2,9-3,65 (abrige Zuckerprotonen + Hz0); 2,5 (DMSO); 1,97 ppm {12 H, I der Ketten-Methyl-
gruppen); 1,69 (nicht interpreticrbar) ; 0,5-1,4 ppm (Athanol und Paraffin), - TR.: 970 (—CH=CH—
trams), 1080 (—C—O—C— Ather), 1233 (Ester —C~0), 1580 und 1615 (—C=C— konj. Polyen),
1678 und 1700 (konj. Estcr —C=0), 2860 (aliph. CH), 3552 und 3452 cm™! (—OH und wenig
Kristallwasser),

Crocetin-di-(2,3, 4, 6-tetra-O-acetyl-B-D-glucosyl)-ester (VI). Bei VI stimmen die Spektren der
partialsynthetisierten und der isolicrten, peracetylicrten Verbindung (iberein.

UV.JVIS. (CHClg): 421, 444 und 472 nm. — MS.: Carotinoidframente bei m/e 988 (M), 929
(M — 59),928 (M — 60), 896 (M — 92),837 (M ~ 92 - 59),658 (M — 331 + H), 642 (M — 347
+ H), 641 (M — 347), 550 (M — 92 — 347 + H), 549 (M —~ 92 ~ 347), 513 (M — 347 — 43 —
43 — 42), 512 (M — 347 — 43 — 43 — 43), 413 (M —~ 92 — 92 ~ 331 ~ 60), 412 (M — 92 —
92 — 332 ~ 60), 397 (M — 92 — 92 — 347 — 60), 396 (M — 92 — 92 — 348 — 60), 369 (M —
92 ~ 347 — 60 — 60 ~ 60), 368 (M — 92 — 348 — 60 — 60 — 60), 91, 69 und 43; sowie Zucker-
fragmente bei mfe 331, 271, 229, 211, 169 (100%), 157, 145, 115, 109, 103, 73, 60, 59 und 43. -
NMR. (CDCla): 7,25 (2 1, H am C{10) resp. C(10’) der Kette); 6,3-6,84 (8 H, rcstliche Ketten-
protonen); 5,75 (2 H, H am C(1) der Glucose, J ~ 8); 5,0-5,36 (6 H, Protonen an C(2)—C(4)
der Glucose); 3,98—4,45 (4 H, H an den C(6) der Monosaccharidmolekeln); 3,75-3,98 (2 H, H am
C(5) des Zuckers); 3,65 (nicht interpretierbar, fehlt beim partialsynthetischen Produkt); 2,02
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(36 H, Methylprotonen der Acetoxygruppen und der Polyenkette); 1,6 (Hz0), 0,7-1,4 ppm
{Athanol und Paraffin). -- TR.: 964 und 978 (—CH: CH— #rans), 1180 (—C—O—C— Ather), 1230
(Ester —C—(Q—), 1580 und 1614 (—C=C-- konj. Polyen), 1717 und 1757 (konj, und picht konj,
Ester —C=0), 2960 (aliph. CH), 3442 cm—1 (wenig Kristallwasser).

Bei allen drei Verbindungen kann festgestellt werden, dass sich die peracetylierten Substanzen
wesentlich besser fiir cinen spektroskopischen Nachweis eignen als die nattirlich vorkommenden.

Qualitativer Zuckernachweis. — Fiir den Nachweis der Zuckerkomponcnten wurden
10 mg der einzelnen Verbindungen in 1,5 m] Athanol und 0,5 ml wisseriger NHg-Iosung (25%)
wilhrend ca. vier Tagen verscift, das ausgefallenec Ammoniumsalz des Crocctins abfiltriert und das
Gemisch im Phasenpaar n-ButanolfHgO verteilt. Vor dem Eindampfen im RV. wurde dic wis-
serige Phase zur Entfernung der restlichen Carotinoide mehrinals mit #-Butanol gewaschen,

Papievchromalographie (PG.), Fir die papierchromatographische Trenpung [14] wurde der
Zucker, geldst in wenig 50proz. Athanol auf Whatman-Papier Nr. 1 aufgctragen, im Laufmiitel
Athylacctat/Pyridin/HaO 55:25:20 entwickelt, das Papicr mit ejner Mischung von 0,5 g m-Phe-
nylendiamin, 1,2 g $nCls, 20 ml konz. Essigsiure und 80 ml Athanol bespriiht und wihrend ca.
20 Min. bei 120° getrocknet. - In diesem System weist GGlucose einen RE-Wert von ca. 0,3, Gentio-
biose von ¢a. 0,2 auf.

Diinnschichtchromatographie (DC.). Dic diinnschichtchromatographische Trennung [15] der.
abgespaltenen Zuckerkomponente crfolgte auf Kieselgel-G-Platten, gepuffert mit 0,23 m Natrium-
acetat und einer Schichtdicke von 0,25 mm, im [aufmittel Athylacetat/Methanol/Eisessig/HaO
60:15:15:10. Anschliessend wurden dic Platten mit 0,5 g Thymol in 95 m! Athanol und 5 ml konz.
Schwefelsiure bespritht und wahrend 15 Min. bei 120” erhitzt. — Glucose weist in diesem Systcm
einen Rf-Wert von ca. 0,4 und Gentiobiose von ca. 0,2 auf.

Gas-Chromatographie (GC.). Fiir die Trennung im GC. wurden sowohl dic abgespaltenen Zucker
als auch dic Referenzzucker silyliert. In 100 pl trockencm Pyridin wurde 0,5 mg Zucker gelsst uncd
mit 50 wl HDMS (Hexamecthyldisilazan, (CHa}sSINHS{(CI13)s) gut geschiittelt, 25 pl TMCS (Tri-
methylchlorsilan, (CHa)aSiCl} zugegeben und mit cinem Stopfen verschlossen. Nach einer Re-
aktionsdauer von cq. 5 Min. wurde die Losung unter Stickstoff bei 60-70° cingedampft. Iar das
Einspritzen in den Gas-Chromatographen wurden dic silylierten Zucker in Petroldther geldst. —
Gerit: Perkin-Elmey 990, Siule Nr. 2 Chromosorb (; AW-DMCS 80/100.

Verbindung I: Kolonne 230°, Detcktor und Injektion 260°. Retcntionszeiten: 21,5 Min.
(= Gentiobiose); Nebenpike bei 9,5, 11,5, 15,5 und 17,3 Min.

Verbindung I1: Kalonne: Temperaturprogramm 154-222° mit einer Progressionsrate von 24°]
Min., Detektor 260, Injcktionstempcratur 263°. Retentionszeiten: 10,3 Min. (x-p-Glucose).
16,6 Min. (f-p-Glucosc), 49,2 Min. (Gentiobjose); Nebenpike 36,5, 34,5, 42,5 und 47 Min.

Verbindung 111: Kolonne 154°, Detektor- und Injecktionstemperatur 200°, Retentionszeiten:
10,5 Min. (a-p-Glucose), 16,8 Min. (8-p-Glucose); Ncbenpike 6,5 und 8 Min.

Die Ncbenpike (maximal 8%,) sind durch dic Isomerisicrung der Glucose resp. Gentiobiose
wihrend der Hydrolyse zu erkliren [16]. Werden als Referenz p-Glucose und Gentiobjose den
Bedingungen der Hydrolyse unterworfen, so crscheinen im GC. die Nebenpike bei den gleichen
Retentionszeiten und mit gleicher Intensitit wic bei den Zuckern der verseiften Verbindungen.

Partialsynthese der Safran-Glykoside. — Zu Vergleichszwecken wurde nach der
Methode von Kuhn [7] und Braguns [12] der Crocetin-di-(2, 3,4, 6-tetra-O-acetyl-8-p-glucosyl) -ester
und der Crocetin-di~(2,3,4,8,9,10,12-hepta-O-acetyl-f-pD-gentiobiosyl)-ester partialsynthetisiert.
Das ftir dic Synthese als Ausgangsprodukt benstigte Dinatriumsalz des Crocetins wurde aus
Crocetin-diithylester dargestellt. 1 g Crocetin-difithylester wurde in 120 m! ciner ges. methanoli-
schen NaOH-Losung ca. 9 Std. unter Riickfluss gekocht. Nach dem Erkalten wurde das Dinatrium-
salz abzentrifugiert, in 47 ml Dioxan/HzO 3:4 unter Kochen gelost, heiss filtriert und das ab-
gekuhlte Filtrat mit 30 ml Dioxan versetzt, worauf das Crocctin-di-natriumsalz auskristallisierte
(Ausbeute 806 mg = 849).
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180. Selektive Funktionalisierung von Wortmannin mit Hilfe einer
Furanring-Maskierung

von Walter Haefliger, Zoltan Kis und Daniel Hauser
Sandoz AG, Pharma Departement, Chemische Forschung, CH—4002 Basel

(26. V. 75)

Summary. Wortmannin (1) and its 11-desacetoxy derivative 2 are highly susceptible to
nucleophiles, which limits the possibilities of transformation. Masking the furan ring by a new
mcthod allowed sclective transformations with various rcagents.

Kiirzlich haben wir iiber die Isolierung [1) und entziindungshemmende Wirkung
{2] von 11-Desacetoxy-wortmannin (2) berichtet. Im folgenden soll auf chemische
Arbeiten, die mit Wortmannin (1) [3-5] und seinem 11-Desacetoxy-Derivat durch-
gefihrt wurden, eingegangen werden?).

Obwohl 1 und 2 wesentliche strukturelle Unterschiede zu den Corticosteroiden
aufweisen und die entziindungshemmende Wirkung aufgrund von Versuchen [2] mit
adrenalectomierten Ratten nicht auf eincr Stimulierung der Nebennieren beruhen
diirfte, war es naheliegend, Wortmannin (1) in Analogie zu Cortison, Hydrocortison
und den kommerzialisierten Folgeprodukten [6] zu funktionalisieren und zu derivie-

1) In frithcren Arbeiten [1] [2) wurde das Kohlenstoffatom 21 der Formeln 1 und 2 (Schema 7)
als C(20) bezeichnet.



