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Zuspmmellf assnag-Aus Melampyrum silvaticum L. (Scrophulariaceae) wird neben Aucubin (1) das 
neue Iridoid Melampyrosid (2) isoliert und seine Struktur durch Spektren und chemische Reaktionen 
aufgek&rt. 

Abstract-From Melampyrum silvaticum L. (Scrophulariaceae) the new Iridoid melampyrosid (2) was 
isolated beside aucubin (1). The structure of 2 is determined by spectral data and chemical reactions. 

Die Gattung Melampyrum in der Familie 
Scrophulariaceae gilt als giftig und wird vom Vieh 
gemieden. Als Inhaltsstoff wurde bisher lediglich in 
einigen Spezies’” das weitverbreitete Aucubin (1) 
beschrieben, wiihrend fur M. cristatum festgestellt 
wurde, dass noch drei unbekannte Alkaloide 
enthalten sein sollen.’ 

Aus diesem Grunde schien es uns reizvoll, die 
Inhaltstoffe von Melampyrum silvaticum L. zu 
untersuchen. Die d.-c.-Untersuchung eines 
Methanol-Extraktes der ganzen frischen Pflanze 
(Fundort: Menzenschwand/Hochschwarzwald, 
Sammelzeit August 1973) ergab Hinweise auf zwei 
SbCl,-positive Substanzen, von denen 1 sich im 
Wnnschicht-Chromatogramm wie authentisches 
Aucubin verhtilt, wilhrend 2 bei gleicher Fiirbung 
einen anderen Rf-Wert zeigt und sich im Gegen- 
satz zu 1 aus einer wiissrigen Losung in 
Essigsiiureiithylester ausschiltteln liisst. Uber 
Isolierung und Strukturaufkliirung dieser beiden 
Inhaltsstoffe 1 und 2 sol1 hier berichtet werden. 

Zur Isolierung von 1 und 2 wurde der Rtickstand 
des Methanol-Extraktes in Wasser suspendiert. 
Nach zweitagigem Stehenlassen wurde das Filtrat 
mit Essigsilureiithylester grtlndlich ausgeschtittelt, 
wobei 1 in der wlssrigen Phase verblieb, w&rend 2 
vollstiindig in die Essigester-Phase tlberging. Aus 
der wiissrigen Phase liess sich nach 
slulenchromatographischer Abtrennung von 
hohermolekularen Verbindungen wie Gerbstoffen. 
Flavonoiden etc. iiber Polyamid durch Gel- 
chromatographie an Sephadex G 25 ca. 0.2% 
(bezogen auf die frische Pflanze) reines 1 isolieren. 
Der Schmelzpunkt (1839, d.c.-Verhalten und 
spezifische Drehung ([a J? = 170.9”) erwiesen sich 
als identisch mit authentischem Aucubin. 
Erwartungsgemiiss zeigte such das Acetylier- 
ungsprodukt la mit einem Schmelzpunkt von 128” 

und einer spezifischen Drehung von [a]~= 154” 
keine Abweichungen zu den Angaben fiir 
Acetylaucubin.’ Bei der Hydrierung mit Pd- 
Aktivkohle als Katalysator nahm la 2.8 Aquivalente 
H2 (theoretisch: 2.0) auf. .Das iiber Kieselgel 
gereinigte Hydrierungsprodukt lb zeigte die er- 
warteten Eigenschaften. Hiermit ist also bewiesen, 
dass 1 identisch mit Aucubin ist. 

Das Melampyrosid (2) aus der Essigesterphase 
wurde nach slulenchromatographischer Reinigung 
tlber Polyamid und anschliessend tlber Kieselgel als 
farblose Substanz gewonnen. 

Im UV-Spektrum zeigte 2 die drei benzol- 
typischen Maxima bei 197, 232 und 274nm, die 
mit denen des Benzoesaure-athylesters genau 
ilbereinstimmen. 

Vorsichtige Hydrolyse von 2 mit 0.05 n NaOH 
ergab neben unverandertem Melampyrosid (2) als 
Spaltprodukte Aucubin (1) und Benzoeslure 
(Schmp. 121-22”). 

Hieraus ging eindeutig hervor, dass Melam- 
pyrosid (2) ein Benzoylaucubin sein musste, dessen 
Struktur im folgenden aufgekliirt wird. 

Durch saure Hydrolyse von 2 liess sich 
erwartungsgemhs der Zuckerteil abspalten, der 
sich nach Isolierung iiber Sephadex G 25 
dtlnnschichtchromatographisch als Glukose erwies 
und dessen NMR-Spektrum nach Acetylierung 
identisch mit dem der Acetylglukose ist. Zur 
Aufnahme des Massenspektrums wurde das 
Trimethylsilylierungsprodukt (2b) eingesetzt. Ob- 
wohl im Massenspektrum der Molektllp-eak von 2b 
(m/e 810) nicht sichtbar ist, lisst er sich aus den 
Schhisselbruchstilcken m/e 451 und m/e 359 
rekonstruieren. 

Durch die zuckertypische Spaltung (Z&all a) 
wird einerseits ein Fragment m/e 451 gebildet, 
das dann unter sukzessiver Eliminierung von 
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R = Acetyl 
Tet~y~hex~cetyl-aucubin 

dR 

lb 

1: R=R’=H Aucubin 
la: R = R’ = Acetyl Hexaacetylaucubin 

zR=H,R’- 1 --, Mei~pyrosid 

2s: R = Acetyl R’ = , - Pentaacetylmelampyrosid 

2b: R = T~ethylsilyl, R’ = -C 

Abb. 1. 

Trimethylsilanol (MZ 90) in die Bruchstuke m/e 
361 bzw. m/e 271 iibergeht. Durch den Zerfall b 
entsteht andererseits das retativ stabile Fragment 
mle 343, das dem Aglykon von 2 entspricht. Es 
zerfiillt weiter in die Bruchstincke mle 253 und m le 
148. 

Durch die Fragment m/e 105 und 77 wird die 
Benzoesiiureestergmppe in 2 bewiesen. Die Ab- 
wesenheit eines Benzoesiiure-Peaks (m/e 122) 
macht zusiitzlich wahrscheinlich, dass die Esterbin- 
dung in 2 nicht Faber eine ringstiindige OH-Gruppe 
(Cl) erfolgt, sondem an der prim&en Gruppe am CO 
in der Seitenkette vorliegt. Im anderen Fall sollte 
durch die energetisch beglinstigte McLafferty- 
Umlagerung der Benzoesaure-Peak bei m/e 122 
auftreten. Diese Aussagen des Massenspektrums 
werden durch die Kernresonanzspektren best&&t: 
Das Spektrum von 2 lbst die Signale fur die ftknf 
aromatischen Protonen (bei r = l-82-197 bzw. 
2-33-2.53) im Verh&ltnis 2: 3 erkennen. 

Da das einem Proton entsprechende Quadruplett 
bei T = 3.67 eine typische “range-range”-Kopplung 
eines mit einem elektronegativen Substituenten 

benachbarten Allylsystem zeigt, enthat das 
Molekiil die Teilstruktur dieses Quadruplett 
entspricht also dem H2 des Iridoidgeriistes. Bei 
T = 5.29 erscheint das Dublett von H”, dessen 

I 
H-C 

‘C==C/ 
0 

H’ ‘H’ 

Zuordnung durch Entkopplung bewiesen wird. Aus 
der Kopplungskons~tem von 7Hz ergibt sich, 
dass die Glukose p-glykosidisch gebunden ist. 

Bei T = 628 liegt das Signal der beiden 
Methylenprotonen H6’. Das zum Vergleich ein- 
gesetzte Glukosespektrum’ (trimethylsilyliert) zeigt 
dieses Signal ebenso wie das Multiplett zwischen 
r = 6-42 und r = 6.80, das also den Glukoseproto- 
nen Ha, H”, H” und H” entspricht. Im NMR- 
Spektrum von 2a erscheinen bei I = 7*8@-8*20 
erwartungsgemlss die Signale von 5 O- 
Acetylgruppen, die den 5 OH-Gruppen von 2 
entsprechen. 

Im Spektrum von la erkennt man bei T = 7.20 ein 
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Abb. 2. Massenspektromehishe Fv cks Pentatrimethylsilylmehmpyrosids. 

Multiplett, das durch Entkopplung das allylische 
Quadruplett von HZ (T = 3.87) in ein Dublett 

Das ebenfalls einem Proton entsprechende Trip- 
lett bei r = 4.20 zeigt eine zweite allylische 

nbergehen liisst. Dieses Multiplett, das an fast Doppeibindung in la, es fehlt erwartungsgemiiss 
gleicher Stelle im Spektrum von 29 erscheint, 
entspricht also dem Proton I-I’. 

im NMR-Spektrum des Tetrahydrohexaacetyl- 
aucubins lb. 
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Abb. 3. NMR-Spcktren von 2 in C4-CO-CD,; 2a in CDCl, 

Die Kopplungskonstante 240 Hz dieses Tripletts 
zeigt aber, dass dieses Proton kein Nachbarproton 1 
an einer Doppelbindung besitzt. Es liegt also die 

H-C C-H 

Teilstruktur vor; das triplett entspricht dem Proton 
w. w C 
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Im NMR-Spektrum von 2 erscheint das Signal der 
Methylenprotonen H’* bei tieferem Feld (T = 500) 
als das der Methylenprotonen w des Glukosetetis. 
Diese Tatsache spricht dafiir, dass die Methylen- 
protonen Hi0 neben dem Sauerstoff noch durch die 
anisotrope Doppelbiadung zwischen G und C7 
beeinflusst werden. Eine zuslitzliche, weitere Ver- 
schiebung nach tieferem Feld erfahren die Hi”- 
Protonen durch die benachbarte ~enzoyl-~ppe. 
Durch Acetylierung von 2 erscheint dieses Signal 
im NMR-Spektrum von 2a nur geringfiigig nach 
tieferem Feld verschoben (T = 497), wiihrend das 
entsprechende Signal der H6-Protonen des 
Glukoseteils dadurch von 7 = 6-28 nach 7 = 5.90 
verschoben wird. Im NMR-Spektrum von la 
(anstatt der Benzoyl~ppe eine Acetyl~p~ an 
C,,) dagegen erscheint das H”-Protonensignal 
deutlich nach haherem Feld verschoben bei T = 
5.32. 

Die Acetylgruppe zeigt hier also einen geringeren 
p~ama~etis~hen Effekt als die Benzoylgruppe. 
Hierdurch wird ebenfalls bewiesen, dass sich die 
Benz~s~ureester-opt an Cl0 befindet. Das 
NMR-Spektrum von la iihnelt im iibrigen sehr dem 
des Hexaacetyl-leonurids, eines Iridoids, iiber das 
Weinges und Mitarb.’ kiirzlich berichteten. Die 
vorliegenden Untersuchungen beweisen, dass das 
Mel~pyrosid (2) ein 1~3enzoylaucub~ ist. De- 
rartige Benzoesgureester von Iridoiden” sind un- 
seres Wissens nicht beschrieben worden, wohl aber 
Ester mit p -Hydroxybenzoesiiure”, ZimtsHure” 
oder Vanillins&ure.9 

vERsucmIL 

Die Schmelzpunkte wurden mit dem Schmelzpunktmik- 
roskop nach Opfer-Schaum beobachtet und sind nicht 
korrigiert. Die IR-Spektren wurden mit dem Geriit IR-33 
von Beckman, die NMR-Spektren mit Varian 60 A-Getit, 
das Massenspektrum mit MS 9 und die optischen 
Drehungen mit Perkin-Ellmer 141 aufgenommen. 

(1) Extraktion der Droge. 
6.5kg der frischen Droge wurden in 12 I Methanol 

zerkleinert und gepresst. Nach dem Verdampfen des 
Methanols wurdd bie klebrige Masse mit 3 i Wasser 
versetzt, geschtittelt und 48 Stunden stehengefassen. Die 
dabei entstandenen Niederschljige, meist Chlorophylle, 
wurden abzentrifugiert, die NiederschlZige nochmals mit 
2 I Wasser versetzt, geschiittelt und stehengelassen. Nach 
Abzentrifugieren wurden die aberstlnde vereint. Die 
wiissrige Liisung wurde mit 40 1 Essigester ausgeschilttelt, 
wobei eine Wasserphase (W 1 ca. 4.51) und eine 
Essigesterphase gewonnen wurden. Die Essigesterphase 
wurde bis auf 1 I eingeengt, mit I 1 Wasser versetzt, 
anschliessend wurde der Essigester viillig verdampft. 
Nach 24 Stunden Stehenlassen wurden die Niederschliige 
abfiltriert (Filtrat A), in 1 I Essigester gel&t, mit 1 I 
Wasser versetzt, der Essigester emeut vBllig verdampft 
und der Niederschlag nach 24 Stunden abfiltriert (Filtrat 
B). Beide Filtrate (A + B) wurden vereinigt (ca. I.4 I W 2) 
und durch Ausschiltteln mit Chloroform von den fettar- 
tigen Stoffen befreit. 

(2) isofierung uon Aucubin (1) 
300 ml von W 1 wurden zur Trockne gebracht und das 

Trockenprodukt mit 5OOml Aceton versetzt und unter 
hiiufigem Schiltteln 24 Std. stehengelassen. Der 
acetonunl~sli~he Teil wurde in 200ml Wasser gel&t. 
SOml dieser wissrigen L&ung wurden ilber eine 
Polyamidsiiule (80 x 2-5 cm) aufgetragen und mit Wasser 
eluiert. Nach dem Abdampfen des Wasws von der 
SbCl,-positiven Fraktion (Ve = 150 ml) verblieb eine 
braune Masse. Diese wurde in Mml Waaser gel&t, auf 
eine Sephadex G 25-SiiuIe (80 x 2.5 cm) aufgetragen und 
mit Wasser eluiert, wobei aIs gelbe, SbCl,-positive 
Fraktion (Vey‘8OmI) 1 gewonnen wurde. Farblose 
Kristalle (85% AthanoI), Schmp. 183’. Ausbeute: 610 mg 
(ea. 11 g bezogen auf 6.5 kg frische Droge). [a]g = 1’70=5p 
(c = 0. I, Wasser); CI,Hz209 (346.341) Ber. C, 52.20; H, 
6-40; Gef. C, 51.98; H, 6.51. Rf-Wert = 0.35 (Cellulosefer- 
tigplatte Riedel de Haen), Laufmitfelsystem: Wasserln- 
Butanol/Eisessig 5 : 4: I, Detektionsmittel = 5% &Cl, in 
CHCI,. 

I.86 mg von 1 wurden in Pyridin (8 ml} mit Acetanhyd- 
rid (IO ml) acetyliert. Das acetylierte Produkt wurde Uber 
eine Kieselgels&ule (80 x 2.5 cm) mit BenzollAceton 
(9+:0*5) gereinigt. Der Rf-Wert ist mit dem von 
Acetylaucubin identisch (Rf-Wert = O-53, Kieselgelfertig- 
Platte Riedel de Haen), Laufmittel Benzol: Aceton 9: 1, 
Detektionsmittel 5% SbCl, in CHCI,. Nach drei 
~~~sungen in Methanol~Wasser (5 : 5) wurden ea. 150 mg 
farblose Kristalle la erhalten. Schmp.: 128”; [a I&’ = -154’ 
(c=O.l, Aceton). NMR (CDCI,, T, TMS): 3.87 (H”, 
Quadruplett [JHf.H* 6-5, JH:.ti l-51), 4.20 (H”, Triplett), 
4.75-520 (HI’, H”, H”, H”, H” und H’, Multiplett), 5.32 (2 
H”, Singulett), 5.83 (2 H”, Triplett), 6.30 (H”, Multiplett), 
6.82 (H’, Multiolettl 7.20 (H’. Multialett. 797-8.04 (18 
Acetylprotonenj. C;,HWO,,. (598.569)’ Be;. C, 54.16; H, 
5.72; Acetyl42.82; Gef. C, 53.93; H, 5.65; Acetyl43.03. 

(3) Jsolierung wtn ~elampyrosid (2) 
200 ml von W 2 wurden bis auf 50 ml eingeengt, auf eine 

Polyamidsiiule (80 x 2-S cm) aufgetragen und mit Wasser 
eluiert. Die gelbliche SbCl,-positive Fraktion (Ve = 
210mI) wurde zur Trockne- eingedampft, in 5OmI 
Chloroform/Methanol (9: 11 nelbst und emeut auf eine 
Kieselgelsiiule (50 x i-5 c$ aufgetragen und mit 
Chloroform/Methanol (S : 1) eluiert. Das bei Ve = 140 ml 
erhaltene Melampy~sid (2) wurde in Essigester dreimal 
umgeliist 520 mg, ca. 5.2 g benzogen auf 6.5 kg frischer 
Droge). Farblos, amorph, Scimp.: 84-85”; [u]g = 
-5O* (c = 0.3. Aceton). C,,H,.O,, (450.450) Ber. C. 58.66: 
H, 5.81; Gef. C, ‘58.19; H, 6.01. if-Wert’=0.81; 
Cellulosefe~igplatte Riedel de Haen, Wasserfn- 
ButanolfEisessig (5 :4 : I). 

Zur Aufnahme des NMR-Spektrums wurden 1OOmg 
Melampyrosid Acetylierungsprtit;t wie oben acetyliert. Das 

(2a) wurde dreimal ’ 
Wasser~Methanol (5:s) umgelast und ergab 85 mg far: 
lose Kristalle. Schmo. 74-75”: loll? = -94’ cc = 0.33 I _ ._ 
Aceton). Rf-kert Or62 Kieselgelfertigplatte ‘BenioN 
Aceton (7:3) C&H,O,, (~-880) Ber. C, 58.22; H, 5.48; 
Gef. C, 58.18; H, 594. 

(4) Al~li-~ydro~yse des Meiampy~s~s (2) 
500 mg Melampyrosid (2) wurden in 20 ml O-05 n-NaOH 

geliist und bci 30” 24 std. stehengelassen. Das Hydrolysat 
wurde Uber eine Scphadex G ZL%iule (80 x 2.5 cm) mii 
Wasser chromatographiert. 

1. Fraktion (Ve = 55 ml)-vor und nach der 
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Acetylierung zeigt sie gleiche Rf-Werte wie das W 1 
(Aucubin); 2. Fraktion (Ve = 48 ml)-unveriindertes 
Melampyrosid (2); 3. Fraktion (Ve = 70 ml)-- 
Bcnzoesiiure, im Wasser umkristallisiert; Schmp.: 
121-122”. 

wurde, hinterblieb ein schwach gelbiiches 01. Mol.-&w. 
810. 

m/e (Intensitiit): 468 (8.6). 467 (11.8). 452 (7. l), 451 (5.0). 
433 (5.7). 380 (7*5), 361 (IOO), 360 (14*3), 359 (5+7), 343 
(21.4), 342 (7.3). 331 (14.0). 319 (17.9) 310 (21.4), 289 (36). 
281, ,(iO-7), 271 (23), 253 (57). 243 (10-7). 221 (23-S), 217 
(36), 2O4(14.3), 191(14.8), 169(10*7), 149(17-7), 148f34.21, 
147 (231, 129 (21*4), 105 (50), 103 (31). 77 (19.3). 

(5) ~Cl-~yd~~yse des Melompy~sids (2) 
100 ma Melamovrosid 121 wurden in 25 ml O-5 n-HCI 

gel&t uid bei & 20 St(i. .hydrolysiert. Der Zuckerteil 
wurde Ober Sephadex G 25 von anderen Produkten 
getrennt und anschliessend analog 2) peracetyliert. Nach 
NMR-Spektrum (als Pentaacetylprodukt) und Rf-Wert 
0.15 ist es Glukose (Wasserln-ButanollEisseig 5:4: 1, 
DetekGonsmittel 1.2g p-A&din +I-6g Phthdsiiure in 
SO ml At~ol). 

(6) Hydrierung von la zu lb 
200 mg (0.344 mmol) von la wurden in 30 ml Methanol 

mit Pd-Aktivkohle bei 26” hydriert. Nach 10 Min. verlief 
die Hydrierung zu Ende. H,-Verbrauch: 21 ml 
(094 mmol). theoretisch 0.67 mmol (I5 ml). Der 
Katalysator wurde abfiltriert und mit Chloroform (100 rni) 
dreimal nachgewaschen. Nach Verdampfen der vereinten 
Filtrate wurde das Reaktionsprodukt in Pyridin mit 
Acetanhydrid emeut acetyliert. Das acetylierte Hyd- 
rierungsprodukt (lb wurde Uber eine Kieselgeldule 
(40 x 1.Ocm) mit Chloroform/Methanol 9: 1 gereinigt 
(Ve = 36 ml) und danach aus Athanol zweimal umkristal- 
lisiert (57mg). Farbiose KristaIle. Schmp.: 154-155’. 
NMR (CDCIs, 7, This): 4.7>5-25 (H”, Ha, H3’, H”, 2H”, 
B, Multiple@, 5.83 (2Hb’. H”, Muitipiett), 6-42 (H’, 2H2, 
Multiplett), 7.97-8.02 (18-Acetyiprotonen), 8-34-9.05 
(2H’, 2Hb, H’, H”, H’, Multiplett). C&H,O,, (602-601) Ber. 
C, 53.81; H, 6.35; Gef. C, 54.02; H, 6.31. 

(7) Trimethylsilylierung uon 2 zur Aufnahme des Mas- 
senspektrums 

1 mg Mel~pyrosid (2) wurden in 1Oml Pyridin 
aufgenommen, die Liisung mit 1 ml Hex~ethyldisil~n 
und 1 ml Trimethylchlorosilan tropfenweise nacheinander 
versetzt und unter Bfterem Umr0hren 30mMin. bei 
Raumtermperatur stehengelassen. Hierauf wurden das 
L&ungsmittel und die restlichen Reagenzien abdestilliert. 
Der RUkstand (2b) wurde mit CCL (20 ml) suspendiert und 
filtriert. Nachdem das Liisungsmittel dem F&at entzogen 

Wir danken Herrn Dr. G. Eckhardt (Organisch- 
chemisches Institut der Universitat Bonn) f0r die 
Aufnahme des Massenspektrums, dem Fonds der 
Chemischen Industrie fiir Sachbeihilfen. 
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“Anmerkung bei der Korrektur (10.9.74): Inzwischen 
haben wir erfahren, dass L. H. Fiieuscher, R. Hegnauer 
und H. W. L. Ruijgrok (Pharm. Weekblad 104.561(1%9)) 
ein nicht n&her gekennzeichuetes Benzoyl-aucubin als 
Rhinanthglabrin aus Rhinanthus glaber Lamk. isolicrt 
haben. 


