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236. Uber Inhaltsstoffe von Crataegus oxyacantha L.
II. Mitteilung?).

B-Sitosterin und Oleanolsiiure

von Th. Bersin und A. Miiller.
(15. VIIL 52.)

Die von Baechler?) aus dem Atherextrakt von Weissdornbeeren
(Crataegus oxyacantha L.) isolierte ,,Crataegussiure* C,;H;,0,
erwies sich im Verlaufe neuerer Untersuchungen als ein Gemisch.
Ullsperger?®) trennte dieses weisse amorphe Pulver (Smp. 261—2640)
in die beiden Komponenten ,,Kérper A und ,,Korper C* auf. Dabei
wurde der ,,Kérper A“ (Smp. 278°) kristallin erhalten, wihrend der
bei 241 —2429 schmelzende ,,Kérper O‘‘ nicht in reiner Form gefasst
werdenr konnte. Schindler?) versuchte nach Entfernung des wasser-
loslichen Anteils die ,,Crataegussdure** auf Grund der verschiedenen
Loslichkeit in Alkohol aufzutrennen. Die erhaltenen Komponenten
bezeichnete er als ,,Crataegus-«-Sapogenin‘ (Smp. 279°) und ,,Cratae-
gus-f-Sapogenin‘ (Smp. 218—220°). Wir fanden nun, dass es sich
beim ,,Crataegus-o-Sapogenin‘‘ (= ,,Koérper A*) um die Monooxy-
triterpencarbonsiure Ursolsiure!) handelt, die den Hauptanteil
der ,,Crataegussiure‘* bildet. ,,Crataegus-g-Sapogenin* konnte von
Schindler nicht in reiner Form gefasst werden; er konnte aber aus
diesem bei 218—220° schmelzenden Anteil Derivate herstellen, die
mit den entsprechenden Derivaten der Oleanolsdure (Smp. 305—
306°) keine Schmelzpunktserniedrigung gaben. Damit war auch die
Uneinheitlichkeit von ,,Crataegus-f-Sapogenin‘ angezeigt.

Kurze Zeit spiter berichteten Tschesche & Fugmann®) tiber die
Jsolierung einer Triterpencarbonsidure ,,Crataegolsiure‘ (Smp.
252—2549), die sie als 2,19-Dioxy-A4'®'8-ursancarbonsiure-(17) an-
sahen. s zeigte sich jedoch im Verlaufe unserer Auftrennung von
,,Crataegussiure‘‘, dass sowohl ,,Crataegolsiure* als auch Ullsperger’s
,, JKorper C‘“ ebenfalls keine einheitlichen Substanzen sind.

Nach Abtrennung des wasserloslichen Anteils wurde die ,,Cra-
taegussaure* mit 50-proz. Alkohol extrahiert und die lésliche Sub-
stanz tiber das Kaliumsalz gereinigt. Im Neutralteil konnte f-
Sitosterin nachgewiesen werden. Die Siure zeigte simtliche von

1) T. Mitt.: 'Th. Bersin & A. Miller, Helv. 34, 1868 (1951).
2) L. Baechler, Diss. Basel 1927.

3} R. Ullsperger, Pharm. 6, 141 (1951). )

4) H. Schindler, Arch. Pharm. 284, 132 (1951).

5) R. T'schesche & R.Fugmann, B. 84, 810 (1951).
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Schindler (1. ¢.) fiir ,,Crataegus-f-Sapogenin® beschriebenen Eigen-
schaften und ergab, nach Abtrennung einer benzolloslichen Substanz?!),
eine bei 261—263° schmelzende benzolunlésliche Sdure. Daraus konnte
durch Acetylierung und nachfolgende Veresterung mit Diazomethan
Acetyl-oleanolsdure und deren Methylester gewonnen werden.

Die in 50-proz. Alkohol unlésliche Substanz (Smp. 267-—2699)
wurde durch fraktionierte Kristallisation aus Feinsprit in die schwer-
losliche Ursolsdure und leichtlosliche Oleanolsdure aufgetrennt.
Mehrere Mischiraktionen zeigten mit ,,Crataegolsiure** keine Schmelz-
punktserniedrigung. Ein kiinstlich hergestelltes Gemiseh aus 4 Teilen
Ursolsdare und 1 Teil Oleanolsdure schmolz bei 260-—262°; diese
Probe zeigte mit der ,,Crataegolsiure’* von T'schesche & Fugmann
einen Mischschmelzpunkt von 260—262°2), Die kristallisierte Ole-
anolsaure, C,H, 0, Smp.305—306° {fihrten wir nach Acety-
lierung und Methylierung mit Diazomethan in den bekannten Acetyl-
oleanolsdure-methylester (Cy;H,,0,4 Smp. 217—2189) iiber.

Nach Abtrenncn der sauren Anteile aus den Mutterlaugen der
rohen ,,Crataegussdure‘®) und nachfolgender chromatographischer
Reinigung der Neutralteile konnte f-Sitosterin, C,H;,0 + H,0,
Smyp. 139—140° isoliert werden. Dessen Menge hingt von der Art
der Aufarbeitung ab. Durch Digitonin-Ausfillung der Neutralteile
und nachfolgende Acetylierung wurde g-Sitosterin-acetat (Smp.
120—121°) hergestellt.

Die wisserigen Losungen der Natriumsalze von Ursolsdure,
Oleanolsdure, bzw. der benzolloslichen Sdurel) zeigten, im Gegensatz
zu den Angaben von Ullsperger?), in unserer Versuchsanordnung
keine Herzwirkung.

Experimenteller Teil5).

Isolierung von g-Sitosterin. Die gelben Mutterlaugen der rohen ,,Crataegus-
ciure’*®) wurden im Vakuum eingeengt, in Ather aufgenommen und mit verdiinnter
Natronlauge ausgeschiittelt. Nach Neutralwaschen der #therischen Losung wurde mit
Natriumsulfat getrocknet und das Filtrat eingeengt. Als Riickstand verblieb eine braune,
schmierige Masse. Diese Substanz wurde in wenig Petrolather-Benzol (4:1) gelost und
an cine mit Petrolidther eingeschlimmte Sdule aus Aluminiumoxyd (Merck) adsorbiert.
Elution mit Petrolather (30—60°) lieferte farblose, derbe Nadeln vom Smp. 113% Die

1) Die benzollosliche Fraktion wurde noch nicht naher untersucht.

2) Wir danken Herrn Prof. Dr. R. Tschesche, Hamburg, bestens fiir eine Probe
,»Crataegolsaure’‘. Das Priparat zeigte einen Smp. von 261—263°,

3) Bei der Titration dieser Substanz fanden wir ein Aquiv.-Gew. von 515 [Helv. 34,
1870 (1951)], wahrend sich fiir Triterpencarbonsiuren C,0H,;0; ein Aquiv.-Gew. von
456,68 berechnet. Diese Ditferenz zwischen gefundenem und berechnetem Aquiv.-Gew.
aus roher ,,Crataegussiure’’ erklirt sich durch das Vorhandensein des Neutralstoffes
p-Sitosterin.

4y R. Ullsperger, Pharn. 7, 211 (1952); vgl. M. Ishidate und Mitarb., Chem. Abstr. 45,
9068 (1951).

%) Alle Smp. sind korrigiert und im evakuierten Rohrchen bestimmt.

6) Vgl. I. Mitt.
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Substanz zeigte mit Tetranitromethan keine Firbung. Die TPetrolatherfraktion wurde
nicht naher untersucht. Petrolither-Benzol-Gemische (9:1, 4:1, 3:1, 1:1) eluierten ein
orangefarbiges, methanolunlésliches O1!). Das Benzol-Eluat ergab eine schwach gelbliche
Fraktion, aus welcher farblose Nadeln vom Smp. 136—136,5° kristallisierten, Benzol-
Ather-Gemische eluierten ein gelbliches Ol, das noch nicht naher untersucht wurde.

Nach Umbkristallisieren der Benzolfraktion aus Methanol schmolz das Sterin (farb-
Jose, monokline Blittchen) bei 139-—1400°; [05]21)4 = —34% -+ 20 (¢ = 1,00 in Chloroform)?).
Zur Analyse wurde bei 70° Badtemperatur im Hochvakuum sublimiert.

2,417 mg Subst. gaben 7,129 mg CO, und 2,600 mg H,0
CoH5, O+ H,0 Ber. € 80,49 H 12,11%  Gef. C 80,49 H 12,04%

Die Farbreaktionen nach Liebermann-Burchard und nach Salkowsky sind positiv.
Mit Benzaldehyd (0,05 bis 0,2 cm3 1-proz. alkohol. Losung) gibt das Sterin beim Unter-
schichten mit konz. Schwefelsdure folgende fiir Sitosterin typische Reaktion®): dunkel-
orange, von violettem Ring durchzogen, Fluoreszens griin. §-Sitosterin aus Crataegus
(10-proz. Losung in Chloroform) bildet mit der stéchiometrischen Menge 60-proz. Perchlor-
sdure ein farbloses, kristallines ,,Sterolium*-Salz, welches mit iiberschiissiger Siure in
eine purpurrote, halochrome Verbindung iibergeht?).

fB-Sitosterinacetat. 1. Ansatz: 50 mg B-Sitosterin vom Smp. 139° (Benzoleluat
aus oben beschriebenem Chromatogramm) wurden in 50 c¢m?® reinstem Pyridin gelost
und mit 30 em? frisch destilliertem Acetanhydrid versetzt. Nach iiblicher Aufarbeitung
und Kristallisation aus Methanol zeigte das Derivat den Smyp. 120—1219,

2. Ansatz: Das rohe Sterin — verunreinigt mit dem anhaftenden gelben Farbstoff —
wurde in wenig absolutem Alkohol nach lingerem Stehen mit Digitonin ausgefillt und
das Digitonid mit ca. 5 em?® Essigstureanhydrid 10 Min. zum Sieden erhitzt. Die noch
heisse Losung wurde mit dem vierfachen Volumen 50-proz. Alkohol verdiinnt und die
abgekiihlte Losung vom ausgeschiedenen Acetat filtriert. Feine, weisse Nadelchen; nach
dreimaligem Umkristallisieren aus Methanol Smp. konstant bei 120—121°, Zur Analyse
wurde 2 Std. im Hochvakuum bei 70° Badtemperatur getrocknet.

4,011 mg Subst. gaben 11,963 mg CO, und 4,092 mg H,O
0y H;,0, Ber. C 81,52 H 11,489,  Gef. C 81,39 H 11,429

Liebermann- Burchard’sche Reaktion: sehr kurz rote, intensiv violette, dann blau-
griine und bestdndig smaragdgriine Farbe?).

Bei der Chromatographie der Mutterlaugen aus acetylierter, roher ,,Crataegus-
siure‘‘®) konnte ebenfalls Sitosterinacetat (Smp. 120-—1219) isoliert werden. Die Misch-
probe mit dem oben beschriebenen Derivat ergab keine Schmelzpunktsdepression.

Aufarbeitung des Triterpencarbonsiurcgemisches ,,Crataegussiure
aus Crataegus oxyacantha L. Als Ausgangsmaterial diente das durch Umlosen aus
Essigester erhaltene Gemisch ,,Crataegussidure” vom Smp. 264—266,5°6). Zur Ent-
fernung von wasserloslichen Substanzen wurden 50 g ,,Crataegussiure’* erschopfend mit
Wasser ausgekocht. Der Riickstand wurde zweimal mit je 500 em® 50-proz. Alkohol
1 Std. unter Riickfluss gekocht und nach Abkiihlen filtriert. Dabei resultierten 45,8 g
ungelstes, weisses Pulver (Smp. 267-—2699), wihrend 4,162 g Sdure im Filtrat vorlagen.
Der Filtrationsriickstand (45,8 g) wurde in 2,51 heissem 96-proz. Alkohol gelost, die schwach
gelbliche Losung mit wenig Aktivkohle entfarbt und heissfiltriert. Aus dem Filtrat kristalli-
sierten 15,2 g Ursolsaurc vom Smp. 284 —285°¢). Durch sukzessives Eindampfen der Mutter-

1) Diese Fraktionen ergaben mit Antimontrichlorid die fiir Carotinoide typische
Farbreaktion.

2) Vgl. St. W.Gloyer & H. A. Schuette, Am. Soc. 81, 1901 (1939); J. D. Bernal,
D. Crowfoot & I. Pankuchen, Phil. Trans. Roy. Soc. London, Ser. A. 239, 135 (1940).

%) Vgl. I, Scherrer, Helv, 22, 1329 (1939).

4) W. Lange, R.@Q. Folzenlogen & D. @. Kolp, Am. Soc. 71, 1733 (1949).

5) Vgl. H. Staub, Helv. 25, 666 (1942).

5) Vgl. 1. Mitt. Helv. 34, 1868 (1951).
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lauge erhielten wir mehrere Mischfraktionen (insgesamt 19,98 g), deren Smp. zwischen
259 und 269° variierten. Aus der letzten, ca. 200 cm?® messenden Mutterlauge kristalli-
sierten 1,06 g Oleanolsdure in Form von glinzenden, schén ausgebildeten Nadeln; Smp.
nach Umbkristallisieren aus Alkohol 305—3069; [oz]%f = +78% 4+ 3% (¢ = 1,00 in Chloro-
form)1).
41,9 mg Oleanolséure in 25 cm® Alkohol verbrauchten direkt 0,93 em3 0,1-n. alkohol.
KOH (Phenolphtalein).
CooHy50;  Aquiv.-Gew. Ber. 456,68 Gef. 450,5
Zur Analyse wurde 5 Std. bei 140° imm Hochvakuum (10~% mm) getrocknet.
3,651 mg Substanz gaben 10,526 mg CO, und 3,510 mg H,O
CyoHyeO3 Ber. C 78,89 H 10,599  Gef. C 78,68 H 10,769

Acetyl-oleanolsdure: 200 mg Oleanolsdure wurden in ca. 150 ¢m? reinstern Pyridin
gelost und mit 50 cm?® frisch destilliertem Acetanhydrid versetzt. Nach 24stiindigem
Stehenlassen und diblicher Aufarbeitung erhielten wir 211 mg Rohacetat. Nach Um-
kristallisieren aus Alkohol Smp. bei 260—261°; mit authentischer Acetyl-oleanolsiure
keine Smp.-Erniedrigung?).

Oleanolsiure-methylester: 200 mg Oleanolsidure (Smp. 305—306°) wurden in 50 cm3
Ather-Methanol (2:1) gelsst und mit 1,8 Mol. Diazomethan iiher Nacht verestert. Aus
Alkohol farblose Nadeln, Smp. 198—19993),

Acetyl-oleanolsiure-methylester: 100 mg Acctyl-oleanolsiure wurden in 50 cm?
Ather-Methanol (2:1) gelost und mit 1,8 Mol. einer dtherischen Diazomethan-Ldsung ver-
setzt. Nach tblicher Aufarbeitung und Kristallisation aus Alkohol zeigte das Derivat den
konstanten Smp. 217—218%; mit authentischem Acetyl-oleanolsiure-methylester keine
Smp.-Depression?).

Zur Analyse wurde bei 130° im Hochvakuum wihrend 4 Stunden getrocknet.

3,928 mg Substanz gaben 11,130 mg CO, und 3,640 mg H,0
CgHs30, Ber. C 77,29 H 10,22%  Gef. C 77,33 H 10,37%

Die Aufarbeitung des Filtrates (50-proz. alkoholische Lsung aus ,,Crataegussiure)
ergab 4,162 g weisses Pulver vom Smp. 209—213°. Diese Substanz wurde in 1 1 Ather
gelost und zur Abtrennung der sauren Anteile 6 mal mit 2-n. KOH (insgesamt 720 cm3)
ausgeschiittelt. Das in der alkalischen Losung suspendierte Kaliumsalz wurde abfiltriert
und das Filtrat nach Ansauern mit verd, H,80, (Kongo) mit Ather extrahiert. Das ab-
filtrierte Kaliumsalz wurde in wisseriger Suspension mit verd. H,80, zerlegt und die
freie Siure in Ather aufgenommen. Nach Neutralwaschen der vereinigten atherischen
Losungen wurde mit Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel abdestil-
liert. Die sauren Anteile wurden in Alkohol geldst und die gelbliche Losung mit wenig
Aktivkohle entfirbt. Nach Abdampfen des Losungsmittels verblieben 3,6 g weisses
Palver vom Smp. 220-—223%4). Die Aufarbeitung der Neutralteile ergab 0,34 g braun-
liches Ol, welches nach kurzer Zeit erstarrte. Diese Substanz zeigte mit Benzaldehyd-
Schwefelsdure die fiir Sitosterin typische Farbreaktion?), !

Die bei 220-—223° schmelzende Siure wurde in 50 cm?® Benzol unter Riickfluss
gekocht und anschliessend von ungeldsten Anteilen filtriert. Der benzollosliche Trocken-

1) Vgl. W. 4. Jacobs & E. E. Fleck, J. Biol. Chem. 96, 341 (1932); R. Nuccorini,
Ann. Speriment. agrar. Pisa 17, 21 (1935); C. 1936 T, 3931.

2) Wir danken Herrn P.-D. Dr. O. Jeger, Organ.-Chem. Laboratorium der ETH.,
bestens fiir die Uberlassung einer Probe Acetyl-oleanolsiure-methylester, sowie Herrn
K. H. Eberhardt, Institut fiir Lebensmittelchemie und Pharmazie der Universitat Miinchen,
fiir eine Probe Acetyl-oleanolsdure.

3) Vgl. W. A. Jacobs & E. E. Fleck, J. Biol. Chem. 96, 341 (1932).

¢) Diese Substanz diirfte mit dem von H. Schindler, Arch, Pharm. 284, 132 (1951),
beschriebenen ,,Crataegus-f-Sapogenin‘‘ identisch sein.

6) 1. Scherrer, Helv. 22, 1329 (1939).
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riickstand wurde iiber Aluminiumoxyd (Merck) chromatographiert. Mit Benzol konnten
170 mg braunliches Ol eluiert werden. Die Substanz zeigte Saurecharakter, ist schwer-
lslich in Alkohol, 1sslich in Benzol, leicht 15slich in Ather und unléslich in Petrolither.
Sie wurde nicht weiter untersucht.

Die benzolunlésliche Siaure schmolz bei 261—263°. Daraus wurde durch Acetylierung
bzw. Acetylierung und nachfolgende Veresterung mit Diazomethan Acetyloleanolsiure
bzw. Acetyl-oleanolsiure-methylester erhalten.

Herrn H. Evelbauer, Rio de Janeiro, danken wir fiir titige Mithilfe. Die Mikro-
analysen wurden in der Mikroanalytischen Abteilung der Organ.-Chem. Anstalt der
Universitit Basel (Leitung: Herr E. Thommen) ausgefiihrt.

Zusammenfassung.

Ausser Ursolsdure wurden aus der sogen. ,,Crataegussiure
B-Sitosterin und Oleanolsdure isoliert. Die neuerdings in der
Literatur beschriebenen Substanzen ,Koérper C¢, , Crataegus-f-
Sapogenin‘“ und ,,Crataegolsiure* sind keine einheitlichen Ver-
bindungen. ,,Kérper A* und ,,Crataegus-=-Sapogenin‘‘ sind identisch
mit Ursolsdure.

Forschungsabteilung
der Laboratorien Hausmann AG.,
St. Gallen.

237. Zur Kenntnis der interferometrischen Aufzeichnung
von Brechungsindex-Gradienten.
8. Mitteilung iiber Elektrophorese?)
von E. Wiedemann.
(20. VIIL 52.)

In einer vorangegangenen Arbeit iiber den gleichen Gegenstand
war ein Uberblick iiber die in den letzten Jahren in Anwendung ge-
langten Methoden zur interferometrischen Aufzeichnung des Verlaufs
von Brechungsindexgradienten gegeben worden, wie sie bei Elektro-
phorese-, Diffusions- und Ultrazentrifugen-Messungen Verwendung
finden konnen. Dabei war zu zeigen, dass Interferometer-Anordnungen
nach Rayleigh aus verschiedenen Griinden solchen nach Jamin iiber-
legen sind. Sie lassen sich zum Beispiel nach H. Svensson?) mit der
optischen Anordnung zur Erzeugung von Diagrammaufnahmen ver-
wirklichen, so dass eine solche Anordnung prinzipiell auch Inter-
ferenzaufnahmen ermoglicht. Der besondere Wert dieser Kombi-

1) 7. Mitteilung, vgl. Helv. 35, 82 (1952).
2) H. Svensson, Acta chem. Scand. 4, 399 (1950).



