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Zusammenfassung.

Ausgehend von dem Tetraol IT wurden durch Wasserabspaltung
die drei Polyene IV, V und VI dargestellt, von denen das erstere
zwei Acetylenverbindungen, die letzteren eine Acetylen- und eine
Kumulengruppe bzw. zwel Kumulengruppierungen enthalten. Die
partielle Reduktion des Diacetylen-Derivates fithrte zum Di-cis-
(h,6; 13,14)-1,18-diphenyl-3,7,12,16-tetramethyl-octadecanonaen
VII; aus V und VI liessen sich bei der partiellen Reduktion andere
cis-Formen fassen.

Di-cis-(5,6 ; 13,14)-1,18-diphenyl-3,7,12,16-tetramethyl-octade-
canonaen (VII) besitzt cis-Konfiguration an jenen Doppelbindungen,
die nach der Theorie von L. Pauling keine cis-Konfiguration auf-
weisen sollten (dasselbe trifft teilweise auch fir die anderen isolierten
cis-Formen zu).

Ziirich, Chemisches Institut der Universitit.

234. Uber Curare-Alkaloide aus Calebassen?).

7. Mitteilung?)
von H. Schmid, J. Kebrle und P. Karrer.
(14. VIIL 52.)

In Fortfilhrung unserer Arbeiten iiber Calebassencurare haben
wir es in der vorliegenden Untersuchung unternommen, die bio-
logisech aktiven quaterniren Alkaloide — von denen dieses Gift
mindestens 30 enthdlt3) — moglichst vollstdndig und quantitativ auf-
zutrennen und papierchromatographisch genau zu charakterisieren.
Solche Versuche sind aus folgenden Griinden wichtig:

Es wird heute allgemein angenommen, dass zur Bereitung von
Calebassencurare in erster Linie siidamerikanische Strychnosarten
(Loganiaceae) verwendet werden?). Leider wurden bis heute nur
Strychnos toxifera und Strychnos Melinoniana ndher auf kristalli-
sierte quartire Basen bearbeitet. Aus ersterer konnten neben anderen
quartdren Basen die Curare-alkaloide C-Toxiferin und C-Calebassin?®),

1) Auszugsweise vorgetragen in der Soc. de Chimie Industrielle Paris, am 16.V. 52,
und in der Ziircher Chemischen Gesellschaft am 23. V. 1952,

) 6. Mitteilung Helv. 34, 2042 (1951). 3) Helv. 33, 512 (1950).

4y Vgl. D. ¥. Marsh, Annals of the New York Academy of Sciences 54, Art. 3, 307
(1951); H. King, Soc. 1949, 955 (dort wird auch die Isolierung des tert. Diabolins aus Str.
Diaboli beschrieben). :

5y H. Wieland, K. Bihr & B. Witkop, A. 541, 156 (1941); H. King, Soc. 1949, 3263;
H. Schmid, A. Ebnither & P. Karrer, Helv. 33, 1486 (1950). Leider konnten die anderen
von H. King isolierten Str. toxifera-Basen noch nicht mit den Calebassenalkaloiden ver-
glichen werden.
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aus letzterer die biologisch wenig aktiven quartiren Alkaloide
Melinonin-A und -B?!) gewonnen werden. Melinonin-A und -B kommen
im Calebassencurare aber nicht vor2). C-Curarin, C-Fluorocurin und
alle die anderen charakteristischen Calebassenalkaloide wurden noch
nie in einer Pflanze nachgewiesen. Sehr wahrscheinlich stammt das
Calebassencurare daher aus verschiedenen Pflanzen3?). Eine Bestim-
mung dieser Pflanzen ist von grossem praktischem Interesse, da es
immer schwieriger wird, Calebassencurare zu erhalten. Durchfiithrbar
wird diese Aufgabe aber erst dann werden, wenn einmal moglichst
alle Calebassenbasen isoliert und charakterisiert sind.
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Fig. 1.
Papierchromatogramm von 1 mg Chloride aus einer mittleren Zone eines Reineckat-
“hromatogramms von Calebassencurare. Legende siehe Fig. 2. Beziiglich des ,,roten
Alkaloids‘ siehe experimentellen Teil.

Zur Gewinnung von Alkaloiden fiir chemische Untersuchungen
ist man, wie oben ausgefiihrt wurde, auf das von den siidameri-
kanischen Indianern bereitete Calebassengift angewiesen. Die Auf-
arbeitung einer Calebasse stellt ein schwieriges Problem dar. Zur
Abtrennung der Einzelalkaloide wurde bisher stets das von H.
Wieland*) aufgefundene Verfahren benutzt, das in der Chromato-
graphie der in Aceton geldsten, mehrmals umgefillten Reineckate an
Aluminiumoxyd besteht. Fiir die Isoliecrung des C-Curarins, welches

1) E. Schlittler & J. Hohl, Helv. 35, 29 (1952).

2) Wir danken Herrn Prof. E. Schlittler fiir die Zusendung von Proben.

3) Vgl. dazu die Arbeiten von Oswaldo de Lazzarini- Peckolt, Revista da Sociedade
Brasileira de Quimica XIX, No. 3—4 (1950).

4) H. Wieland, W. Kunz & R. Sonderhoff, A, 527, 160 (1937) und spitere Arbeiten.
Auch H. King (L. ¢.) und E. Schlitiler (1. c.) gebrauchten das Verfahren.
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die Saule zuerst passiert, ist diese Methode recht giinstig. Fiir die
anderen Alkaloide zeigt sie eine wenig befriedigende Trennleistung,
wie es ein zweidimensionales Papierchromatogramm einer Einzelzone
aus der Mitte eines derartigen Reineckat-Chromatogramms illustriert
(Fig. 1). Ferner fallen bei diesem Verfahren auch betrichtliche, durch
Tonenaustausch und Zersetzung bedingte Verluste ins Gewicht.
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Papierchromatogramm von 1 mg gereinigter Cloride aus Calebassencurare N ITI. Das C-Fluo-
rocurinin kam in dieser Calebasse nicht vor. Da es aber in den meisten der von uns untersuch-
ten Calebassen enthalten war, wurde es zum Vergleich trotzdem eingezeichnet. Die einzelnen
Flecke wurden durch Anspriihen mit Cer(IV)-sulfat- bzw. mit Jodlssung kenntlich gemacht.

» = Fluorescenz im UV. r = rote, bv = blauviolette, rv = rotviolette, or —= orange
Cer(IV)-sulfat-Reaktion. C-Calebassinin liess sich nur durch Besprithen mit Jodlosung
nachweisen. Die schraffierten Flecke reprisentieren isolierte Alkaloide. Thre Farbreak-

tionen sind in Tab. 3 verzeichnet.

Wir haben deshalb ein neues praparatives Trennverfahren ent-
wickelt, das ungleich bessere Trenneffekte zeitigt und Substanzver-
luste auf ein Minimum reduziert, nimlich die Verteilungschromato-
graphie an Cellulosepulver?). Es gelang damit, aus Calebassencurare
bisher 21 verschiedene, cinheitliche quartdre Alkaloide in kristalli-
sierter Form zu isolieren.

1) Unsere Versuche waren bereits vorgeschritten, als wir Kenntnis eines Vortrages
von Th. Wieland (Angew. Ch. 63, 379 (1951)) erhielten, in dem eine dhnliche Methode
zur Aufarbeitung von Calebassencurare angegeben wird. Th. Wieland konnte neben
,,anderen Alkaloiden‘‘ auch das Toxiferin 1T von H. Wieland isolieren und es auf Grund
der Curare-Aktivitat und physikalischer Eigenschaften mit unserem C-Calebassin identi-
fizicren. Eine solche Identitit haben wir schon frithcr vermutet (Helv. 30, 1166 (1947)).
Im iibrigen mochten wir vorschlagen, die Bezeichnung ,,Calebassin’ beizubehalten, da
es unpraktisch ist, wohldefinierte Alkaloide mit Nummern zu bezeichnen. Auf die Frage
nach den Isomerisierungen von Calebassin werden wir spéter zuriickkommen.
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Fiir unsere Versuche stand uns folgendes Material zur Verfiigung:
eine grossere Menge (450 g) Calebassencurare (N ITT)1) aus der Gegend
des oberen Amazonasgebietes (Rio Uaupés — Hstado de Amazonas)
mit der relativ geringen Toxicitdt von: HD = 1,6; DML = 2,22). Sein
Papierchromatogramm, das fiir Calebassencurare recht charak-
teristisch ist, ist in Fig. 2 wiedergegeben. Die geringe biologische Ak-
tivitdt ist durch den kleinen Alkaloidgehalt, namentlich von C-
Curarin, bedingt. Gesondert aufgearbeitet wurde ein kleines Topf-
chen3) Calebassencurare (N 1V, 25 g). Dieses Muster (HD - 0,7;
DML = 1,2) zeichnet sich durch seine verhiltnismissig einfache Zu-
sammensetzung und den hohen C-Curarin-Gehalt aus (Fig. 3). Ferner
wurden Alkaloidmischungen aus Reineckatchromatogrammen fri-
herer Aufarbeitungen mitverarbeitet, indem sie sinngeméiss in den
Trennungsgang eingegliedert wurden.
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Papierchromatogramm von 1 mg Chloride aus Calebassencurare N 1IV.
Legende siehe Fig. 2.

1) Wir danken der Fa. F. Hoffmann-La Roche & Co. AG., Basel, bestens fiir das wert-
volle Material.

2) HD: Headdrop-Dosis; DML: Dosis letalis in mg/kg Maus, intravends injiziert.
Calebassencurare ,,Roche* gab vergleichsweise die folgenden Werte: HD = 0,8; DML =
1,2, Wir danken Herrn Dr. . Waser (Pharmakologisches Institut der Universitat Ziirich)
bestens fiir die Toxicitétsbestimmungen.

3) Das Pfeilgift, das wir in den letzten Jabhren erhielten und das sich auf Grund
von Toxicitétshestimmungen und von Papierchromatogrammen als ,,Calebassen-curare
erwies, war mehrheitlich nicht in Kiirbisse, sondern in unglasierte Tongefésse eingefillt.
Nach H. Bohm unterscheiden sich Topf- und Calebassencurare, bedingt durch verschiedene
geographische und botanische Herkunft, in chemischer Hinsicht voneinander. Diese
Gliederung diirfte demnach heute nicht mehr ganz zutreffend sein.
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Wir haben das Curarematerial zuerst mit wisserigem Methanol,
dann mit methanolischer Essigsinre extrahiert, aus diesen Extrakten
die tert. Basen abgetrennt und anschliessend die quaterniren Alka-
loide als Reineckate nach J. J. Panouse!) gefillt. Auf eine Umfillang
dieser Reineckate wurde verzichtet, da damit nur eine geringe selek-
tive Anreicherung bestimmter Alkaloide verbunden ist. Die Reineckate
hat man dann in die Chloride umgewandelt und diese durch Filtration
iiber sraurem Aluminiumoxyd von dunkeln Begleitstoffen befreit. Aus
N III erhielt man so 15 g Chloride. Vorversuche haben gezeigt,
dass bei Verwendung derselben Losungsmittel die Trennwirkung
einer sorgfiltig gestopften und gut ,klimatisierten‘‘ Cellulose-Kolonne
qualitativ und gunantitativ mit der entsprechender Papierchromato-
gramme libereinstimmt. Als Lésungsmittel verwendeten wir, dhnlich
wie frither?), wassergesattigtes Methylithylketon mit 1—3 9, Methanol
(,C*) und ein Gemisch aus Essigester: Pyridin: Wasser = 7,5:2,3:1,65
(,D*). Auf diese Weise war es moglich, einen systematischen pri-
parativen Trennungsgang auszuarbeiten.
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Fig. 4.
Schematische Diagramme von priparativen Verteilungschromatogrammen der Curare-
alkaloide an Cellulosepulver.
Fig. 4a: Diagramm der Fluorocuringruppe aus den ,,wasserloslichen Reineckaten‘ mit
Lisungsmittel ,,F*.
Fig. 4b: Diagramm der erneut mit Losungsmittelgemisch ,,C*“ chromatographierten Frak-
tionen 13—32 aus Fig. 4a.
Fig. 4c¢: Diagramm der Gruppe T; (aus Calebasse N ITI) mit Lésungsmittel ,,C* .

1) BL 16, 594 (1949).
%) Helv. 33, 512 (1950).
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Die erwidhnten 15 g Chloride hat man an einer 1,4 m langen
Siule von 1,7 kg Cellulosepulver mit dem Losungsmittel ,,D* nach
der Durchlaufmethode chromatographiert. Die Eluate wurden mit
Hilfe eines Fraktionensammlers in Fraktionen von 20 cm?® aufge-
fangen. Dieses Chromatogramm lief ohne Unterbrechung fast 10 Tage
lang. Die einzelnen Fraktionen haben wir auf Grund von Tiipfel-
reaktionen und von Papierchromatogrammen entsprechend den in
Fig. 2 angegebenen Hauptgruppen T,—T; zusammengenommen. Die
einzelnen Gruppen wurden weiter mit dem Gemisch ,,C¢, evtl. mit
Essigester- Essigsdure-Wasser rechromatographiert. Fig. 4a gibt sche-
matisch die Zusammensetzung der Hauptgruppe T, wieder. Die
Hauptalkaloide stellten hier das gelbe C-Fluorocurin und das blau
fluorescierende C-Fluorocurarin dar. Sie waren aber noch nicht
geniigend getrennt. Neuerliche Chromatographie (Fig. 4b) lieferte sie
in solcher Reinheit, dass sie sofort kristallisierten. Komplizierter ge-
staltete sich die Auftrennung der Gruppe T;, die nach der Verteilung
mit ,,C* das Bild Fig. 4¢ gab. Hier waren wiederholte Verteilungs-
chromatogramme nétig, um die einzelnen Fraktionen, teils als Chloride,
teils als Pikrate, kristallin abzuscheiden. Aus N III gewannen wir
von den Hauptalkaloiden C-Curarin und C-Calebassin 1,3 bzw. 1,7 g
und die anderen in Tab. 2 aufgefithrten quartiren Alkaloide in
Mengen von 500 mg bis zu wenigen mg hinab. Von den insgesamt
21 in Zirich aus Calebassencurare gewonnenen, papierchromatogra-
phisch -einheitlichen Alkaloiden, wurden mehr als 2/; erst mit Hilfe
des neuen Trennverfahrens isoliert. Die neuen Substanzen werden in
dieser Arbeit zum grossen Teil noch provisorisch mit Buchstaben
(C-Alkaloid A usw.) bezeichnet. Auf die Analysen, Spektren, Toxi-
cititen usw. werden wir in einer folgenden Mitteilung zuriickkommen.

Wir haben schon frither betont, dass fiir die quartiren Alkaloide
aus Calebassen der einzig zuverlissige Test auf Einheitlichkeit ihr
Verhalten im Papierchromatogramm darstellt. Eine geniigende
Trennung wird besonders bei den um das Toxiferin angeordneten
Stoffen nur mit Durchlaufchromatogrammen erzielt. Normale Rf-
Werte lassen sich daher nicht angeben. An ihrer Stelle sind in Tab. 1
die Re-Werte
zuriickgelegter Weg des zu bestimmenden Alkaloids 1y

zuriickgelegter Weg des C-Curarins
angefiihrt. Mit angegeben sind auch die Re-Werte von Galaktose,
ciner allgemein zuginglichen Vergleichssubstanz.

Auf Grund der Re-Werte kann man die Alkaloide um das je-
weilige Hauptalkaloid gruppieren und so in die Toxiferin-, die Curarin-,
die Calebassinin-, die Fluorocuringruppe und die Gruppe T, ein-
ordnen (Fig. 2).

1) Als Bezugspunkt wurde nicht die Front, sondern der Schwerpunkt des Farb-
{leckens gewihlt. Fiir die Chromatogramme wurden stets die Alkaloid-chloride verwendet.
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Tabelle 1.
Rec-Werte.
Bezeichnung des Re mit Losungs- | po i Lésungs-
Alkaloids mittel O mittel D
(1%, CH,OH)

C-Alkaloid A . . . . . . 0,23 0,55
C-Alkaloid B . . . . .. 0,34 0,51
C-Alkaloid C . . . . . . 0,34 0,51
C-Alkaloid D . . . . . . 0,35 0,68
C-Alkaloild E . . . . . . 0,36 0,58
C-Toxiferin . . . . . . . 0,42 0,67
C-Alkaloid ¥ . . . .. 0,49 0,73
C-Alkaloid G . . . . .. 0,65 0,73
C-Alkaloid H . . . . . . 0,71 0,99
C-Calebassin . . . . . . 0,80 1,03
C-Alkaloid I. . . . . . . 0,89 1,06
C-Curarin . . . . . . . . 1,00 1,00
C-Alkaloidd I . . . . . . 1,04 1,12
C-Alkaloid K . . . . . . 1,22 1,14
-Alkaloid UB. . . . . . — 1,13
C-Calebasginin . . . . . . 1,68 1,38
C-Fluorocurin . . . . . . 2,10 1,70
C-Fluorocurinin . . . . . 2,23 1,65
C-Fluorocurarin . . . . . 2,25 1,71
C-Alkaloid L. . . . . . . 2,50 1,99
Galaktose. . . . . . . . 0,37 1,03

Man erkennt aus Tab. 1, dass sich manche Alkaloide nur sehr
wenig in den Re-Werten unterscheiden. Zur nidheren Bestimmung
ist man daher unbedingt auf ihre Farbreaktionen angewiesen. Bei
den Farbreaktionen auf der Tiipfelpalette (Tab. 2) ist die zeitliche
Anderung der Farbe, bei denjenigen auf dem Papier (Tab. 3) sind
vor allem die Verblassungsreaktionen charakteristisch. Mit Hilfe
der Tab. 1—3 erscheint es auch mit kleinen Substanzmengen mog-
lich, die einzelnen Alkaloide auseinanderzuhalten. Diese Hilfsmittel
waren unumgéinglich, um ein solch komplexes Gemisch, wie es das
Calebassencurare darstellt, so weit aufzuspalten. Bei zukiinftigen Un-
tersuchungen, namentlich an siidamerikanischen Pflanzen, wird man
sich auf diese genau bestimmten Werte und Eigenschaften stiitzen
konnen. ‘

Wir kénnen nicht sagen, ob, mit Ausnahme von C-Curarin,
C-Calebassin und C-Toxiferin, das eine oder andere unserer Curare-
alkaloide mit Alkaloiden von H. Wieland und H. King identisch sind,
da von diesen Auforen keinc Papierchromatogramme und Re-Werte
in der Literatur angegeben wurden.
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Tabelle 3. Farbreaktion auf dem Papiera).
Seselonrung sofort 5 aeh | pach20Min. | nach 24 Std.
C-Alkaloid AP) . . blau-violett rot-orange orange-gelb grau-griin
10,0 P 3/10 10,0 R 6/10 | 10,0 YR 7/8 10,0 GY 5/2
C-Alkaloid B . . . rot-violett farblos farblos farblos
10,0 P 5/10
C-Alkaloid C . . . rot-violett farblos farblos farblos
{ 10,0 P 5/10
C-Alkaloid D . . . rot-violett farblos hellgelblich gelblich
10,0 P 5/10 50Y 8/4 50 Y 8/6
C-Alkaloid E . . . blau hellgriin farblos rosa
5,0 PB 4/10 5,0 GY 8/4 5,0 R 8/4
C-Toxiferin. . . . rot-violett farblos farblosec) blassrot-violett
10,0 P 5/10 5,0 P 8/4
C-Alkaloid F . . .| blau-violett rot-orange orange-gelb grau-grin
10,0P3/10 [100R6/10| 10,0 YR7S | 10,0 GY 52
C-Alkaloid G . . . blau hellgriin farblos TOsa
5,0 PB 4/10 5,0 GY 8/4 50 R 8/4
C-Alkaloid H . . . | blassrot-violett farblos farblos farblos
10,0 P 6/6
C-Calebassin . . .| blau-violett rot-orange orange-gelb grau-griin
" 10,0 P 3/10 10,0 R 6/10 | 10,0 YR 7/8 10,0 GY 5/2
C-Alkaloid I . . .| blau-violett rot rétlich-orange grau-grin
10,0P3/10 |50RP5/10| 100RP7/8 | 10,0 GY 52
C-Curarin blau hellgriin farblos rosa
5,0 PB 4/10 5,0 GY 8/4 5,0 R 8/4
C-Alkaloid J . . . | blassrot-violett farblos farblos blassbraunlich
10,0 P 6/6 10,0 YR 8/4
C-Alkaloid K . . . blau-violett farblos farblos blassbraunlich
10,0 P 4/10 10,0 YR 8/4
C-Alkaloid UB . . nil nil nil nil
C-Calebassinin nil nil nil nil
C-Fluoroeurind) . . (rot-orange) blassorange farblos farblos
50R 5/8 10,0 R 8/4
C-Fluorocurinine) . | (blasskarmin) nil nil nil
5,0 R 6/8
C-Fluorocuraninf) . | (blasshellblau) nil nil nil
10,0 B 6/6
C-Alkalodd L . . . rot rot blassrot blassbraunlich
10,0 RP 4/10 | 10,0 RP 6/10{ 10,0 RP 6/8 | 10,0 YR 8/4
C-Alkaloid X?) . . Tot rot blassorange blassbraunlich
7,5 RP 5/10 | 7,56 RP5/10( 2,5 YR 78 10,0 YR 8/4

2) Etwa 20 » Alkaloid pro cm? Papier werden mit 1-proz. Cer(IV)-sulfat in 2-n.
H,80, angespriiht, und es werden in der angegebenen Zeit die Farbreaktionen beobachtet.
In der Tabelle sind unter den Farbbezeichnungen die Indices nach dem Munsell Book of
Color, Munsell Color Comp., Baltimore 1941), aufgefiihrt.
b) Diese Alkaloide geben auch auf dem Papier mit konz. HNO, eine intensiv rote
Farbreaktion; die anderen Vertreter der Rotstoffgruppe lassen dabei nur eine schwache
braunrote Reaktion erkennen.
¢) Nach nochmaligem Anspritzen verblasst die rotviolette Farbe iiber blassziegel-
rot (5,0 R 7/8), withrend die Farben aller anderen Alkaloide der Toxiferingruppe wie

nach dem ersten Anspritzen ausbleichen.
¢) Gelb-griine Fluorescenz im UV.

4) Griin-gelbe Fluorescenz im UV.

f) Himmelblaue Fluorescenz im UV,
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Experimenteller Teil.

Aufarbeitung des Calebassencurare. 450 g Calebassencurare N IIT hat man
fein verrieben, mit 200 ml Wasser angeteigt und unter Riihren mit 1,5 | Methanol wihrend
8 Std. extrahiert. Diese Operation wiederholte man so oft, bis der Extrakt nur noch wenig
Material enthielt., Die vereinigten Methanol-Extrakte hat man bei 40° im Vakuum ein-
gedampft (210 g). Das mit Methanol bereits extrahierte Material wurde anschliessend
noch dreimal mit je 1,5 1 Methanol ausgezogen, dem 3%, Hisessig zugesetzt worden wareni).
Auch diese Extrakte hat man im Vakuum zur Trockene gebracht. Samtliche Ausziige
wurden vereinigt, in 600 ml Wasger gelost, mit Ammonijak auf pH 8 gebracht und por-
tionenweise mit Chloroform ausgeschiittelt. Das Chloroform nahm einen grossen Teil der
tertidren Basen auf, die wir aber noch nicht niher untersucht haben. Die wisserige Phase
hat man im Vakuum auf etwa 450 ml eingeengt und daraus nach J.J. Panouse?) die
quartiren Alkaloide als Reineckate gefillt und abzentrifugiert. Die getrockneten Reinek-
kate wurden nun mit Aceton ausgezogen. Die Aceton-l6sliche Fraktion wog 90 g. Der un-
16sliche Rest wurde verworfen. Die in Aceton loslichen Reineckate lieferten nach J. Kapjf-
hammer?®) 48 g braune Chloride. Vorversuche zeigten, dass dieses Material noch zu viele
harzige Begleitstoffe enthilt, um direkt der Verteilungschromatographie unterworfen
werden zu konnen. Man 16ste daher die Chloride in Alkohol auf und filtrierte die Losung
durch eine breite Sdule von 1 kg mit verd. Salzsiure vorbehandeltem, bei 100° getrock-
nctem Aluminiumoxyd. Es wurde so lange mit Alkohol nachgewaschen, big das Eluat nur
noch eine schwache Reaktion mit Cer(IV)-sulfat gab. Die gelb-orange gefirbten Chloride
wogen jetzt 15 g.

In analoger Weise haben wir auch das Curare-Muster N IV (25 g) aufgearbeitet.
Die nachfolgende Tabelle zeigt den grossen qualitativen Unterschied der beiden Calebassen-
curare auf:

Methanol- | Aceton-lssl. | gereinigte Cisé)liertfes
Extrakt | Reineckate | Chloride -Lurarin-
chlorid
C-Curare N IIT . . 48%, 209, 3,39, 0,38%,
C-Curare NIV . . 87%, 50%, 12,5% 2,89

Ausfithrung eines Verteilungschromatogramms. Als hydrophiles Triger-
material verwendeten wir aschefreies Cellulosepulver ,, Whatman, Standard Grade®. In
der Regel wurden auf 1 Gewichtsteil Substanz 200 Teile Cellulosepulver angewendet ;
bei schwer trennbaren Gemischen stieg das Verhiltnis bis auf 1:500, um bei leicht trenn-
baren Stoffgemischen auf 1:100 zu fallen. Die Siule haben wir durch portionenweises
Einfiillen des Cellulosepulvers in ein passendes Rohr aus Glas oder rostfreiem Stahl zu-
bereitet, wobei nach jedem Einfiillen gleichméssig festgestampft wurde. In einer richtig
gestopften Saule nimmt 1 g Cellulosepulver ein Volumen von etwa 2 cm? ein. Vor dem
Auftragen der Substanz hat man die Siule mit ciner Losung von 8-Oxychinolint) im ge-
wahlten Losungsmittel vorgewaschen und anschliessend wihrend 12—16 Std. mit dem
reinen Losungsmittelgemisch nachgewaschen. Dieses sorgfiltige ,,Klimatisieren‘ d. h. Ein-
stellen des Gleichgewichtes zwischen den zwei Phasen, ist ganz unerldsslich.

1y Vgl. E. Schlittler & J. Hohl, Helv, 35, 29 (1952).

2y BL 1949, 595.

3) 7. physiol. Ch. 191, 182 (1932).

4y J. d. Buchanan, A W. Johnson, J. A. Mills dl A. R. Todd, Soc. 1950, 2850.
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Losungsmittel, die beim durchlaufenden Papierchromatogramm gute Trenneffekte
zeigten (Rf-Werte = 0,05—0,25), eigneten sich auch fir die praparative Verteilung. Die
einzelnen Komponenten, die keine zu hohen Siedepunkte haben sollen, wurden vor
Versuchsbeginn frisch destilliert. Das Methylathylketon musste zuerst von Peroxyden
befreit werden. Alle Chromatograinme, besonders diejenigen mit Methylathylketon,
wurden wegen der Lichtempfindlichkeit einiger Alkaloide im Dunkeln ausgefiihrt. Zur
Trennung der Calebassen-alkaloide haben sich vor allem die Mischungen ,,C* und ,,D*%,
daneben auch ,,E“ und ,,F* bewibrt:

Mischung C: wassergesittigtes Methylathylketon mit 1-——39% Methanol.

Mischung D: Essigester-Pyridin-Wasser = 7,5 : 2,3 :1,65.

Mischung E: Essigester-Eisessig-Wasser = 7,5:0,9:0,9.

Mischung ¥: n-Butanol-Chloroform-Wasser = 10: 10: 0,6.

Fiir das gute Gelingen eines Chromatogramms ist das Auftragen der Substanz auf
die Saule von grosser Bedeutung. Die quartiren Alkaloidchloride losten sich in den an-
gegebenen Losungsmitteln meistens nur unvollstindig. Die aufzubringende Losung sollte
aber méglichst konzentriert sein (grosser als 1—59%,). Zwei Wege erwiesen sich hier als
brauchbar: War die Saule z. B. mit dem Gemisch ,,C* gesattigt, so fiigte- man zur teilweisen
Losung der Substanz in,,C* so viel eines abgemessenen Volumen Methanol zu, bis gerade
vollstindige Losung eintrat. Diese Losung darf aber nicht direkt auf die Siule gegeben
werden, da sonst in der Sdule ein Teil des gelosten Materials wieder ausfillt, Wiirde man
die methanolhaltige Losung mit Wasser sattigen und dann auftragen, so wiirde sich in
der Siule Wasser ausscheiden und damit das Chromatogramm unbrauchbar gemacht
werden. Diese Schwierigkeit liess sich vermeiden, wenn die obersten cm der Saule stufen-
weise dem Methanol-reicheren Losungsmittel angepasst wurden. Jetzt konnte die Lésung
der Substanz aufgegossen werden. Nach dem Einsaugen hat man mit ,,C*, dessen Methanol-
gehalt allmihlich wieder auf den Normalgehalt herabgesetzt worden ist, nachgewaschen
und dann weiter mit dem zum Klimatisieren gebrauchten Losungsmittelgemisch entwickelt.

Der zweite Weg ist allgemeiner verwendbar und liefert fast noch besser getrennte
Zonen, Die methanolische Losung der Chloride hat man in 1/,;—1/,, der zur Herstellung
der Siule gebrauchten Cellulosemenge aufsaugen lassen und anschliessend unter gelegent-
lichem Umrithren iin Vakuum getrocknet. Nach dem Verreiben und Sieben wurde das
praparierte Pulver 12—16 Std. lang den Dampfen des Losungsmittels (z. B. ,,D*) aus-
gesetzt, Anschliessend wurde das ,,klimatisierte* Pulver auf die wie iiblich vorbereitete
feuchte Sdule gleichmissig aufgetragen und vorsichtig eingestampft. Nun wurde mit
dem Losungsmittelgemisch entwickelt, das zum Klimatisieren der Siule verwendet
worden war.

Zur Erzielung einer guten Trennwirkung war es notwendig, das Chromatogramm
langsam und mit konstanter Tropfgeschwindigkeit zu entwickeln (Einregulierung der
Tropfgeschwindigkeit mittels Hahnen oder Kapillare; konstantes Losungsmittelniveau).
Enthielt das Substanzgemisch auch Stoffe mit sehr kleinen Rf-Werten, so wurde gegen
den Schluss das Losungsmittel ,,verstirkt, d. h. sein Wassergehalt graduell erhsht,
so dass schliesslich simtliche Stoffe die Saule passierten. Die Eluate hat man mit Hilfe
eines Fraktionensammlers in einzelnen, nicht zu grossen Fraktionen aufgefangen.

Nach beendigtem Chromatogramm wurde die Saule griindlich mit Methanol und/
oder mit Wasser gewaschen. Nach entsprechendem ,,Klimatisieren‘‘ kann sie erneut ver-
wendet werden.

" An Hand eines vorgingig ausgefiihrten Papierchromatogramms war man iiber die
Reihenfolge, in der die einzelnen Substanzen die Siule passierten, orientiert. Zur Klassi-
fizierung der einzelnen Durchlauffraktionen wurden von jeder (bei grosseren Chromato-
grammen von jeder dritten bis fiinften) 100 A1), natiirlich mit einem anderen Losungs-
mittel als dem beim priparativen Chromatogramm angewandten, einem Papierchromato-
gramm unterworfen. Wenn sich die Alkaloide in ihren Farbreaktionen allein geniigend
unterscheiden, so geniigte es, die nach dem Auftragen von 100 A Losung auf Papier er-

1) Unter Umstinden auch mehr, aber immer genau dasselbe Volumen.
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haltenen Flecken mit den entsprechenden Reagentien anzuspriihen (Tab. 3). Die in
100 A enthaltene Substanzmenge hat man aus der Intensitit der Farbreaktion geschitzt.
Nach mehrmaligem Besprithen sprechen zum Schluss nur noch die substanzreichsten
Flecken an. Man erhilt dann orientierende Diagramme, wie sie in Fig. 4 wiedergegeben sind.

Im Falle einer starken Uberlappung einzelner Alkaloidzonen z. B. A, B, C, sind wir
stets so vorgegangen, dass wir die Eluate nicht in drei, sondern nur in zwei Fraktionen
zusammengenommen haben, die alles A uund etwa die Hélfte B, und das gesamte C und
die anderc Halfte von B enthielten. Nach neuerlicher Chromatographie der beiden Frak-
tionen gewann man dann reines A und C und aus den letzten Fraktionen des ersten
Chromatogramms und. aus den ersten Fraktionen des zweiten Chromatogramms fast
reines B.

Die Fraktionen, welche fast reine Alkaloide enthielten, hat man sinngemiss ver-
einigt und bei 30—40° im Vakuum zur Trockene eingedampft. Der Riickstand wurde
dann als Chlorid oder als Pikrat zur Kristallisation gebracht. Die Pikrate wurden aus der
wisserigen Losung der Chloride mit iiberschiissiger wasseriger Pikrinsgure gefallt, nach
lingerem Stehen abgesaugt, mit Pikrinsdurclosung und dann mit kaltem Wasser gewaschen.

Trennung der Chloride aus N I11: Die 15 g vorgereinigte Alkaloidchloride hat
man in 200 m] Methanol geldst und mit 120 g Cellulosepulver angeteigt. Nach dem Trocknen
wurde das priaparierte Pulver iiber Nacht den Dampfen des Losungsmittelgemisches ,, D¢
ausgesetzt und dann auf eine Siule (140 X 6 cm) aus 1,7 kg Cellulosepulver, die vorher
mit ,, D klimatisiert worden war, aufgetragen. Das Chromatogramm lief bei einer Tropf-
geschwindigkeit von 60 ml pro Stunde etwa 10 Tage und lieferte etwa 800 Fraktionen
zu 20 ml. Die Eluate wurden entsprechend Fig. 2 in 5 Gruppen zusammengenommen:

T, 2,0 g Chloride T, 4,5 g Chloride
T, L,7g T, 24g
Ty 4,1 g s

Auftrennung der Gruppe T,: Diese Gruppe zeichnet sich durch den Gehalt an
Alkaloiden mit sehr dhnlichen Rf-Werten und Farbreaktionen aus. Die 2,4 g Cloride
wurden zuerst an 600 g Cellulosepulver mit dem Gemisch ,,C* chromatographiert. Das
Diagramm dieser Verteilung ist in Fig. 4¢ wiedergegeben. Es gelang erst nach weiteren,
abwechslungsweise mit ,,C* und ,,D*‘ durchgefiibrten Chromatogrammen die in der nach-
folgenden Tabelle aufgefiihrten Alkaloide zu gewinnen:

Bezi(ﬁ;lll; Iilgsdes krls’oz;llixsxert aus Losungsmittel Menge
C-Alkaloid A Pikrat Aceton-Wasser 325 mg
C-Alkaloid B Chlorid Methanol-Ather od.

Propanol 69 mg

Pikrat Aceton-Wasser 88 mg

C-Alkaloid C Pikrat Aceton-Wasser 6 mg
C-Toxiferin Chlorid Isopropylalkohol 98 mg
C-Alkaloid D Pikrat Methanol 430 mg
C-Alkaloid E Chlorid Methanol-Ather 25 mg
Pikrat Methyl-athylketon 82 mg

C-Alkaloid F Pikrat Aceton-Wasser 41 mg
C-Alkaloid G Chlorid Methanol-Ather 143 mg

Auftrennung der Gruppe T,: In dieser Gruppe sind die beiden Curare-Haupt-
alkaloide C-Curarin und C-Calebassin enthalten. Die 4,5 g Chloride dieser Gruppe hat man
zunichst an 700 g Cellulosepulver mit dem Lgsungsmittel ,,C“ chromatographiert, wo-
durch eine glatte Trennung von Curarin und Calebassin erreicht werden konnte. Die das
C-Curarin enthaltenden Fraktionen lieferten direkt 1,3 ¢ kristallisiertes Chlorid. An-
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schliessend folgten die Calebassin-Fraktionen. Etwa die erste Halfte davon enthielt noch
wenig Curarin, wahrend die zweite Halfte der Calebassinfraktionen so rein war, dass
daraus sofort 0,403 g C-Calebassinchlorid gewonnen werden konnten. Die Mutterlauge
dieser Chlorid-Kristallisation hat man mit der ersten Halfte der Calebassinfraktionen
vereinigt. Das zundchst amorphe Pikrat lieferte aus Aceton-Wasser 3,1 g reines C-Cale-
bassinpikrat. Die Pikrate dieser Mutterlauge wurden mit Hilfe von Amberlit TRC 400
in die Chloride umgewandelt und zusammen mit der Mutterlauge des C-Curarin-chlorids
nach Filtration iiber Aluminiumoxyd erneut mit Losungsmittel ,,C* chromatographiert.
Die ersten Fraktionen gaben 35 mg C-Alkaloid K als Chlorid. Anschliessend trennte man
noch einige mg C-Curarin-chlorid und 100 mg C-Calebassinpikrat ab. Nach weiteren
Chromatogrammen mit Lésungsmittel ,,C*“ und ,,D* liessen sich in kleiner Menge noch
drei weitere Alkaloide isolieren, so dass man aus der Curarin-Gruppe die folgenden Al-
kaloide erhielt:

antlelSlSlert Losungsmittel Menge

C-Curarin .« Chlorid Moethanol-Ather 1700 mg
C-Calebassin Chlorid Methanol-Ather 403 mg
Pikrat Aceton-Wasser 3200 mg

C-Alkaloid H Pikrat Aceton-Wasser 7 mg
C-Alkaloid T Pikrat Aceton-Wasser 85 mg
C-Alkaloid J Pikrat Aceton-Wasser 8 mg
C-Alkaloid K Chlorid Isopropylalkohol 35 mg

Auftrennung der Gruppe T,: Diese Gruppe wurde bisher noch nicht als solche
weiter bearbeitet, da die darin in isolierbaren Mengen vorkommenden Alkaloide auch
in der Fraktion der ,,wasserlgslichen Reineckate‘‘1) fritherer Calebassencurare-Aufar-
beitungen enthalten sind. Unsere ersten Versuche mit der priaparativen Verteilungs-
chromatographie wurden an dieser Fraktion ausgefiithrt, wobei die C-Alkaloide Cale-
bassinin, Fluorocurin, Fluorocurinin und Fluorocurarin isoliert werden konnten.

Gruppe T, und T,: Diese beiden Gruppen, dic vermutlich zum Teil tertiire Al-
kaloide enthalten, liessen sich mit den angewandten Lésungsmittelgemischen nicht be-
friedigend fraktionieren. Sie sollen spiter, zusammen mit den tertidren Calebassen-
alkaloiden, eingehend untersucht werden.

Aufarbeitung von ,,wasserloslichen Reineckaten‘ mittels Verteilungs-
chromatographie. Diese Fraktion gab seinerzeit bei der Trennung durch Chromato-
graphie der Reineckate an Aluminiumoxyd die folgenden C-Alkaloide: Fluorocurin, Cale-
bassinin, die Alkaloide UB und X1).

Als Ausgangsmaterial standen uns jetzt 31 g ,,wasserlgsliche Reineckate® aus
fritheren Aufarbeitungen verschiedencr Calebassen zur Verfiigung. Davon waren 26 g
loslich in Aceton, die 10 g rohe Chloride gaben. 7,5 g im Gemisch ,,F* (erhchte Butanol-
Konzentration) 16sliche Chloride hat man an 1 kg Cellulose mit ,,F*‘ chromatographiert.
Zuerst passierten tert. Alkaloide die Sdule. Das Diagramm der um das Fluorocurin grup-
pierten quartiren Alkaloide ist in Fig. 4a wiedergegeben. Anschliessend folgten Frak-
tioncn, die u. a. Calcbassinin enthielten. Ein grosser Teil der eingesctzten Substanz blieb
als braune Harzzone am oberen Ende der Cellulosckolonne haften. Die in Fig. 4a mar-
kierten, die Hauptalkaloide enthaltenden Fraktionen wurden erneut mit ,,C* verteilt
(Fig. 4b). Das Fluorocurin hat man als kristallisiertes Pikrat abgetrennt (420 mg). Auch
aus der Fluorocurarinzone hat man das Pikrat bereitet; es kristallisierte aber nicht. Nach
Riickverwandlung in die Chloride zeigtc ein neuerliches Chromatogramm die Abwesenheit
von Fluorocurarin an; dieses Alkaloid muss daher bei der Pikratherstellung oder Zer-

1) Vgl. Helv. 30, 2081 (1947).
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legung verdndert worden sein. Das Fluorocurinin blieb aber erhalten und konnte jetzt
leicht aus Methyl-propylketon als kristallisiertes Pikrat abgetrennt werden (15 mg).
An Stelle des Fluorocurarins erhielten wir eine Zone, die anf dem Papier keine Fluorescenz
und keine Cer(IV)-sulfat-Reaktion zeigte, sich aber mit Jodlosung anfirben liess. Wir
haben dieses Alkaloid (UFC) noch weiter gereinigt, doch blieben alle Versuche, es als
Pikrat, Chlorid und Perchlorat zu kristallisieren, bisher ohne Erfolg. Es gelang spéiter,
das Fluorocurarin aus der Calebasse N IV direkt als Chlorid abzuscheiden. Aus den vor
dem Fluorocurinin liegenden Fraktionen kristallisierten nach lingerem Stehen im Eis-
schrank 8 mg C-Alkaloid-L-Pikrat (aus Methylpropylketon). Aus den dem Fluorocurin
folgenden Fraktionen gewannen wir ferner 27 mg Calebassinin-pikrat (aus Methyl-gthyl-
keton). Die frijher in sehr kleinen Mengen isolierten C-Alkaloide ,,UB* und ,,X*1) konnten
nicht aufgefunden werden.

Aufarbeitung der Calebasse N IV (Isolierung des C-Fluorocurarinchlorids).
Diese Calebasse (25 g) lieferte 5,3 g rohe Chloride, die, trocken aufgetragen, an 700 g
Cellulosepulver mit dem Lésungsmittelgemisch ,,D* chromatographiert wurden. Diese
Calebasse war viel einfacher zusammengesetzt als die iibrigen. Die erste quartire Fraktion
dieses Chromatogramms lieferte sofort 25 mg reines C-Fluorocurarin-chlorid. Die zweite
Fraktion gab kristallisiertes Fluorocurininpikrat (aus Methyl-propylketon) (30 mg). Aus
der Curaringruppe gewannen wir direkt 700 mg C-Curarinchlorid (aus Methanol-Ather).
Die Mutterlauge lieferte nach der Uberfithrung in das Pikrat 460 mg C-Calebassinpikrat.
Aus der Toxiferingruppe kristallisierten aus Alkohol 17 mg C-Alkaloid-G-chlorid. Die
Mutterlauge wurde nochmals mit dem Losungsmittel ,,C“ chromatographiert, wobei man
aus Alkohol 5 mg C-Toxiferin-chlorid und 7 mg C-Alkaloid-B-chlorid erhielt.

Versuche zur Isolierung eines rot gefiarbten Calebassenalkaloids: Es
ist uns aufgefallen, dass viele Calebassen, hauptsichlich in der Curarin-Gruppe, rot
gefirbte, stark blutrot fluorescierende Zonen geben. Eine Reineckatzone aus einer fritheren
Aufarbeitung, die relativ reich an den roten Stoffen zu sein schien, haben wir nach der
Uberfithrung in das Chlorid (255 mg) niher untersucht., Bei der Cellulose-Chromato-
graphie mit dem Losungsmittel ,,C* trat Aufspaltung in mehrere rote und gelbe Zonen
ein. Dic rote Hauptzone wurde herausgeschnitten, mit 90-proz. Methanol eluiert und
mit ,,D* rechromatographiert. Die hauptsichliche rote Zone wurde nochmals mit ,,E*
chromatographiert, wobei sie sich in mehrere rote Komponenten aufspalten liess. Die
Hauptzone verhielt sich jetzt beim erneuten Chromatographieren einheitlich. Ausbeute
etwa 2 mg eines amorphen Pulvers. Hellblaue Cer(IV)-sulfat-Reaktion in 2.n. H,SO,;
mit konz. HNO, griinblau. Der Stoff zeigte in Alkohol Maxima bei 269, 450 und 508 mu.
Inflexion bei 340 mu. Minima bei 237, 380 und 465 mu.

Bestimmung der Rc-Werte: Die Durchlaufpapierchromatogramme wurden mit
50 p des Alkaloidvhlorids ausgefithrt. Wo die Alkaloide als Pikrate vorlagen, wurden sie
zuerst an einer mit Chlorionen beladenen Amberlite JRC 400-Siule in die Chloride um-
gewandelt. Die Alkaloide hat man am gleichen Bogen Filtrierpapier (Whatman Nr. 1)
absteigend chromatographiert. Die in der Tab.1 aufgefiihrten Rc-Werte gelten fir
folgende, von C-Curarin-chlorid zuriickgelegten Wegliangen: in ,,C“ = 11 cm fiir alle
Alkaloide; in ,,D = 24 em fiir Alkaloide mit Rc-Werten < 1; fir Alkaloide mit Re-
Werten > 1 wanderte das C-Curarinchlorid in ,,D* 18 cm weit. War der von C-Curarin-
chlorid zuriickgelegte Weg kleiner, so stiegen die Re-Werte der oberhalb Curarin liegenden
Alkaloide an, wihrend sie bei den unterhalb von Curarin liegenden Basen kleiner wurden.
Die umgekehrten Verhaltnisse fand man bei einem lingeren Curarin-Weg. Alkaloide,
die keine Farbreaktionen mit Cer(IV)-sulfat zeigen, wurden durch Ansprithen mit verd.
wisseriger Jodlosung kenntlich gemacht (brauner Fleck auf farbloser Grundlage nach
10 Minuten langem Verweilen). Das Zentrum diffuser Flecke liess sich wie folgt feststellen :
Beim Ansprithen mit dem Cer(IV)-sulfat-Reagens verblasst die Farbe zuerst dort, wo

1) Anmerkung bei der Korrektur: Inzwischen konnten etwa 3 mg kristallisiertes
C-Alkaloid-X-chlorid isoliert werden. Re(,,C%) = 3,5; Rc(,,D*) = 4,9 bei Weglingen von
C-Curarin-chlorid von 6 bzw. 5 cm.
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die Konzentration des Alkaloids am grissten ist. Nach mehrmaligem Anspritzen spricht
am Schluss nur noch das am meisten Substanz enthaltende Zentrum des Flecks an.

Farbreaktionen aufder Tipfelpalette. Pikrate oder Chloride gaben dieselben
Farbreaktionen. Bruchteile eines mg Substanz wurden unter gutem Umschwenken mit
1 Tropfen des Reagens versetzt. Die in den Tab. 2 und 3 mitaufgefiihrten Farbindices
nach dem Munsell-System erlauben eine weitgehend objektive Kennzeichnung der auf-
tretenden Farben. Dies ist fiir spatere Untersuchungen wichtig, da die Farbreaktionen
sehr charakteristisch und gut reproduzierbar sind.

Zusammentfassung.

Zur Aufarbeitung des komplex zusammengesetzten Calebassen-
curare haben wir ein nenes Verfahren entwickelt, das in der Ver-
teilungschromatographie der Alkaloidehloride an Cellulosepulver
besteht. Die nene Methode erwies sich als viel wirksamer als die
Chromatographie der Alkaloid-Reineckate an Aluminiumoxyd. Hs
gelang damit, neben den schon friiher isolierten Alkaloiden eine grossere
Zahl neuer quartidrer Basen in kristallisiertem Zustand abzutrennen,
so dass die Zahl der in Zirich aus Calebassen isolierten Alkaloide
auf 21 stieg. Diese Alkaloide haben wir durch Farbreaktionen und
papierchromatographisch durch ihre Re-Werte charakterisiert.

Zirich, Chemisches Institut der Universitit.

235. Zur Kenntnis der Claisen-Umlagerung I.
(Versuche mit #C, 2. Mitteilung?))
von H. Schmid und K. Schmid.
(14. VIIL 52))

Die heute allgemein angenommene Theorie iiber den Reaktions-
verlauf der Umlagerung von Phenol- oder Enol-allylithern zu ortho-
C-Allylverbindungen, bekannt unter dem Namen ,,Claisen-Um-
lagerung*, basiert im wesentlichen aunf folgenden Beobachtungen und
Ansichten?):

1. Die Umlagerungsaktion verlduft intra- und nicht inter-
molekular.

2. Zumindest in der Reihe der Aryl-allylidther ist die Umlagerung
stets von einer Allylverschiebung der wandernden Allylgruppe be-
gleitet, d. h. dasjenige Kohlenstoffatom, das im Ather mit dem Sauer-

1) 1. Mitt. Helv. 34, 2042 (1951).

2) Zffgen. iiber die Claisen-Umlagerung: G. W. Wheland in Advanced Organic
Chemistry, I1. Aufl., John Wiley & Sons, New York 1949, Seite 544ff. D. S. Tarbell in
R. Adams ,,Organic Reactions*, Bd. I, John Wiley & Sons, New York 1944, Seite 1;
D. 8. Tarbell, Chem. Rev. 27, 495 (1940).



