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51. Die Glykoside der Samen von Acokanthera friesiorum
Markgr.})?).
Glykoside und Aglykone, 124. Mitteilung?)
von H. Muhr, A. Hunger und T. Reichstein.
(17. X1L. 53.)

Vor einiger Zeit wurde iiber die Glykoside der Wurzelrinde von
Acokanthera friesiorum Markgr. berichtet4). Die Pflanze wird
von vielen Botanikern lediglich als eine kleinblitterige Variante von
A. schimperi Benth et Hook angesehen. Um so auffallender war es,
dass aus der Wurzelrinde eine reichliche Menge Acovenosid A, aber
kein Ouabain isoliert werden konnte, da Ouabain das Hauptglykosid
des Holzes von A. schimperi darstellen soll?). Da auch bei Acokan-
thera-Arten die Samen besonders glykosidreich sind und die aus
den Samen isolierten Rohglykoside weniger storende Begleitstoffe ent-
halten und daher leichter zu trennen sind als entsprechende Konzen-
trate aus Holz oder Rinde, wurden inzwischen auch noch die Samen
von A. friesiorum Markgr. untersucht.

Beschaffungdes Ausgangsmaterials. Es standen insgesamt
6,2 kg reife Samen zur Verfiigung, die von Herrn P. E. O. Bally am
5. Mirz und 9. April 1950 am frither angegebenen Ort4) gesammelt
und per Luftpost nach Basel spediert wurden.

Extraktion der Samen. Es wurden insgesamt 2,7 kg Samen
in 2 Portionen verarbeitet. Dies geschah zunichst genau wie bei A ¢ok -
anthera venenata Don beschrieben®). Um das stark wasserlgsliche
Ouabain nicht zu verlieren, wurden die Chloroform-Alkohol-(2:1)-
Extrakte nur mit kleinen Mengen Sodalésung und Wasser gewaschen.
Die verbliebene wisserige Phase wurde dann noch im Vakuum einge-
engt und nach Halbsadttigung mit Na,SO, mit Chloroform-Alkohol-
(3:2) ausgeschiittelt?). Es wurden dabei die in Tab. I aufgefiihrten
Mengen an Rohglykosiden erhalten.

Untersuchung des Chloroformextrakts. Diese Extrakte
gaben bereits beim Eindampfen reichliche Mengen wvon Kristallen.

Y} Auszug aus Diss. H. Muhr, Basel 1953.

2) Die mit Buchstaben bezeichneten Fussnoten siehe bei den Formeln.

3) 123. Mitteilung: K. Primo & Ch. Tamm, Helv. 37, 141 (1954).

4} P. R.O. Bally, K. Mohr & T. Reichstein, Helv. 35, 45 (1952).

5) Vgl. Literaturangabe bei 4).

8) J.v. Euw & T. Reichstein, Helv. 33, 485 (1950).

") Vgl. Priifung auf Ouabain bei J.». Buw, H. Hess, P. Speiser & T. Reichstein,
Helv. 34, 1821 (1951), sowie P. R.O. Bally, K. Mohr & T. Reichstein, Helv. 34, 1740
(1951).
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Nach mehrmaligem Umbkristallisieren wurden etwas iiber 27 g (19%,)
reines Acovenogid A erhalten. Die vereinigten Mutterlaugen wurden
zunichst an Al,O, chromatographiert. Dabei liessen sich mit einiger
Miihe neben weiteren Mengen Acovenosid A zwei Kristallisate ab-
trennen, die beide Gemische darstellten. Das erste wird als ,,Kristalli-
sat Nr. 4‘ bezeichnet; es gab im Papierchromatogramm nur einen
Fleck?). Eine Trennung gelang durch Verteilungschromatographie?)
(vgl. Fig. 3 im exper. Teil). Dabei liess sich zuerst eine kleine Menge
eines wahrscheinlich neuen Glykosids eluieren, das einen Doppel-Smp.
1859/224 2330 zeigte, und das wir Acofriosid M nennen. Weiter folgte
ein zweites, wahrscheinlich ebenfalls neues Glykosid, das wir Aco-
friosid I nennen; es stellt die Hauptkomponente des ,,Kristallisats
Nr. 4¢ dar. Kurz anschliessend liess sich noch etwas Acolongiflorosid
E?) eluieren.

Tabhelle I.
Ausbeute an rohen Extrakten,
Chloroform- Chloroform-
‘ﬁi‘l‘;}i M‘é‘;grﬁe‘ffr Chﬁféfﬁ“ Alkohol-(2:1)- | Alkohol-(3:2)-
Extrakt Extrakt
1 1kg 27,11 g (2,71%) | 17,98 g (1,79%) | 24,5 g (2,45%)
2 1,7kg | 47,2g( 2,78%) | 28,3 ¢ (1,66%) | 47,0 g (2,76%)

Das zweite Kristallisat wird als ,,rohes Acolongiflorosid H* be-
zeichnet. Nach Farbreaktionen und nach Papierchromatogramm ent-
hielt es als Hauptkomponente Acolongiflorosid H'), daneben konnte
darin noch etwas Acolongiflorosid G') nachgewiesen werden.

Untersuchung desChloroform-Alkohol-(2:1)-Extrakts.
Dieser Extrakt liess sich direkt nieht kristallisieren. Im Papier-
chromatogramm wurden 2 Flecke erhalten. Eine Probe (5 g, entspr.
292 g Samen) wurde zunichst an Al,O,; chromatographiert. Die mitt-
leren, mit Chloroform-Methanol eluierten Fraktionen gaben jetzt aus
Methanol-Ather 0,310 g (0,106 %) krist. Quabain. Die verbleibenden
Mutterlaugen sowie die amorphen Fraktionen wurden acetyliert. Das
Acetatgemisch gab teils durch direkte Kristallisation, teils nach Chro-
matographie an AL,O; 69 mg (0,0249%) Acolongiflorosid-K-acetat?).
Dieses Acetat zeigt zwar dhnliche Higenschaften wie Ouabainacetat,
gibt bei der Mischprobe damit aber eine merkliche Depression. Auch
die Léslichkeiten sind verschieden. Acolongiflorosid K (bisher nur
amorph bekannt)} und Ouabain zeigen auch imPapierchromatogramm?2)

1) Spater wurden auf mit ,,Quilon* vorbehandeltem Papier 2 Flecke erhalten.
(Vgl. Exper. Teil.)

2) Ausfithrung nach H. Hegediis, Ch. Tamm & T. Reichstein, Helv. 36, 357 (1953).

3) Mit Wasser als ruhender und n-Butanol als beweglicher Phase wurden nach 24 Std.
die folgenden Laufstrecken erhalten: Ouabain 7 cm und Acolongiflorosid X 9 cm.
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verschiedene Laufgeschwindigkeiten, wobei Ouabain etwas langsamer
wandert. Andere Kristallisate liessen sich aus diesem Extrakt bisher
nicht erhalten.

UntersuchungdesChloroform-Alkohol-(3:2)-Extrakts.
Dieses Material zeigte keinen bitteren Geschmack, gab aber eine posi-
tive, wenn auch relativ schwache Raymond-Reaktion. Eine Probe
(4 g) wurde an Al,O, chromatographiert. Zwei mit Chloroform-Metha-
nol (1:1) eluierte Fraktionen gaben positive Raymond-Reaktion. Die-
ses Material gab im Papierchromatogramm nur einen schwachen
Fleck, dessen Laufstrecke ungefihr Ouabain entsprach. Kristalle
konnten daraus bisher nicht isoliert werden.

In Tab. IT sind die Ausbeuten an Kristallen sowie die Smp. und
Drehungen der freien Glykoside und ihrer Acetate zusammengestellt.
Die UV.-Absorptionsspektren sind in Fig. 1 gegeben. Soweit es sich
um bekannte Stoffe handelt, stimmen diese Daten befriedigend mit
frither gefundenen Werten iiberein!). Lediglich fiir Acolongiflorosid H
wurde eine stark abweichende Drehung gefunden. Das hier isolierte
Priparat war jedoch wie erwihnt nicht rein und beim Acetat war
gute Ubereinstimmung feststellbar.

Zusammenfassend lisst sich somit feststellen, dass es bei den
Samen von Acokanthera friesiorum tatsdchlich moglich war, eine
kleine Menge (ca. 0,19,) Ouabain zu isolieren. Als Hauptglykosid ent-
hielten sie jedoch (ca. 1,7%,) Acovenosid A und daneben noch geringe
Mengen von Begleitglykosiden, von denen einige frither in den Samen
von A. longiflora gefunden wurden.

Herr Dr. K. K. Chen hatte die Freundlichkeit, ,,Kristallisat Nr.4
sowie Acolongiflorosid E an der Katze biologisch zu priifen2). Die
Resultate sind in Tab. IV zusammengefasst; zum Vergleich sind auch
die frither von ihm gefundenen Werte fiir die anderen aus Acokanthera
isolierten Glykoside angegeben.

,,Kristallisat Nr. 4* wurde gepriift, bevor es als Gemisch erkannt
war. Von reinem Acofriosid L. war nicht geniigend Material fiir eine
Prifung vorhanden. Da aber ,,Kristallisat Nr. 4° als Hauptkompo-
nente Acofriosid L. und daneben noch besonders Acolongiflorosid E
enthilt, diirfte reines Acofriosid L ungefihr dieselbe Toxizitdt wie
,, Kristallisat Nr. 4° besitzen. Auch die fiir Acolongiflorosid H gefun-
dene Toxizitit ist nur ein Naherungswert, da das gepriifte Priparat
nicht ganz einheitlich war.

Abbauversuche. An Acofriosid L sowie an Acolongiflorosid H
wurden Abbauversuche durchgefiihrt, die zu einer teilweisen Aufkli-
rung der Konstitution fiihrten.

1) Identitatsbeweise siche exper. Teil.
2) Es sei auch hier Herrn Dr. K. K. Chen, Indianapolis, bestens fiir die Uberlassung
dieser Resultate gedankt.
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Acofriosid L. Die Analyse passte auf die Summenformel
Cy0H,,O4 mit einer Methoxylgruppe. Im UV.-Absorptionsspektrum
(siche Kurve I in Fig. 2) war keine Ketogruppe sichtbar. Acetylierung
lieferte ein krist. Acetat (vermutlich ein Diacetat C,,H,;0,,), das gegen
CrO, in Eisessig bei 18° mehrere Std. bestindig war. Das Acetat gab
mit Tetranitromethan eine deutliche Gelbfirbung.
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Fig. 1.

UV.-Absorptionsspektren in Alkohol?).

Kurve VIII = Acolongiflorosid H, steigende Endabsorption,

Kurve X = Genin H.M.15, Maximum bei 217 mu (loge = 4,24), ber. auf C,;H;,0,4
(404,49).

Kurve E = Acolongiflorosid E, Maximum bei 217 myu (loge = 4,19), ber. auf C,0H,,0,4
(532,65).

Kurve M2) = Acofriosid M, Maximum undeutlich bei 217 my (loge = 4,21), ber. auf
CyoH 04, (566,67).

Kurve K = Acolongiflorosid-K-Acetat, Maximum bei 217 mu (loge = 4,24), ber. anf
C H;,0,5 (836,86).

1) Aufgenommen von Herrn Dr, £. Zoller mit einem ,,Beckman- Quartz-Spectro-
photometer, Modell DU,

2) Kurve M wurde aufgenommen mit einem ,,Unicam Spectrophotometer Modell
S.P.500%.
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Tahelle IV,

Zahl der Geometrisches Mittel
Glykosid verwendeten der letalen Dosis
Tiere in mg/kg (Katze)

Acovenosid A . . . . . . 12 0,2357 4- 0,01601)
Quabain . . . . . . . . — 0,116 4-0,00272)
Acolongiflorosid E . . . . 10 0,2592 4- 0,009
,,Kristallisat Nr. 4 . . . 10 0,2191 4 0,0095
Acolongiflorosid H . . . . 10 0,2864 4- 0,0163 f)
Acolongiflorosid K . . . . 10 0,1624 -+ 0,015991)

Um einen Einblick in die Konstitution von Acofriosid L zu ge-
winnen, wurde ,,Kristallisat Nr. 4 mit HCl in Aceton gespalten3)4).
— Nach iiblicher Aufarbeitung wurde aus den wasserloslichen Anteilen
ein krist. Zucker C,H,,0; isoliert, der mit keinem bekannten Zucker
identifiziert werden konnte, und den wir Acofriose nennen. Er besitzt
wahrscheinlich Formel V eines rL-Rhamnose-3-methylidthers®). Die
chloroformléslichen Anteile waren ein Gemisch, aus dem sich nach
Chromatographie an Al,O; zwei gut krist. Stoffe isolieren liessen. Der
schwerer eluierbare erwies sich als Acolongiflorosid E. Dieses Glykosid
war, wie durch Verteilungschromatographie (vgl. Fig. 3 im exper.
Teil) festgestellt wurde, im ,,Kristallisat Nr. 4‘° enthalten. Es wird
unter den beniitzten Bedingungen offenbar viel schwerer gespalten als
Acofriosid L, so dass ein grosser Teil unveridndert geblieben ist.

Der bei der Chromatographie leicht eluierbare Stoff, der hochst
wahrscheinlich ein Spaltprodukt des im ,,Kristallisat Nr. 4* als
Hauptkomponente enthaltenen Acofriosids L darstellt, zeigte uner-
wartete Eigenschaften. Die Analyse passte auf die Formel C,,H,,0;.
Da Acofriosid 1. die Bruttoformel C3;,H,,0O4 besitzt und einen Zucker
C,H,,0; enthielt, sollte ihm ein Aglykon C,;H,,0, zugrunde liegen.
Der Stoff C,,H,,0,; miisste demnach ein Anhydro-genin darstellen.
Dementsprechend gab er mit Tetranitromethan eine sehr starke Gelb-
firbung und liess sich nicht acetylieren. Das UV.-Absorptionsspek-
trum (vgl. Kurve VI in Fig. 2) zeigte ein intensives Maximum bei
226 mu (loge = 4,52) mit Andeutungen einer Feinstruktur. Unter der
Voraussetzung, dass der Stoff noch den «,8-ungesittigten Butenolid-
ring enthilt, muss sich das genannte Maximum durch Uberlagerung
der Absorption dieses Butenolidrings mit derjenigen eines weiteren

) J.v. Buw & T. Reichstein, Helv. 33, 485 (1950).

2y K. K. Chen, A. L. Caen & R. C. Anderson, J. Am. Pharm. Assoc. 25, 579 (1936);
K. K. Chen, Ann. Rev. Physiol. 7, 681 (1945).

3) Methode von C. Mannich & Q. Stewert, B. 75, 737 (1942), Ausfiihrung wie friiher
beschrieben, z.B. J. v. Buw & T. Reichstein, Helv. 33, 485 (1950).

4) Der Versuch wurde ausgefiihrt, als Kristallisat Nr.4 noch nicht als Gemisch
erkannt war.

5) Siehe spitere Mitteilung.
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chromophoren Systems zusammensetzen. Um die ungefihre Absorp-
tion des letzteren zu ermitteln, wurde die Differenzkurve 4 berechnet,
die sich ergibt, wenn die Extinktionen des Acofriosids L von denjeni-
gen des Stoffes C,3,H,,0, abgezogen werden. Die so ermittelte Kurve 4
(vgl. Fig. 1) zeigt ein Maximum von 235 my und loge — 4,36. Eine
solche Bande konnte am ehesten von einem Dien oder einem a«,f3-
ungesittigten Keton herrithren. Nimmt man an, dass das Genin des
Acofriosids Li ein normales digitaloides Lacton darstellt, so kommen
fiir das Dianhydroderivat C,,H,;,0; nur Formeln vom Typus VI oder

r"’“? —
,f:"'"né O\\o
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2
o—-‘*
3
_lw
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60 N0 o w0 60 MW 20 2w
Amu
Fig. 2.
UV.-Absorptionsspektren in Alkohol?).
Kurve I = Acofriosid L (I), Maximum undeutlich bei 217 my (loge = 4,22), ber.

auf CgoH,,O4 (532,65).

Kurve VI nat = Dianhydro-periplogenin aus I, Maximum bei 226 my (loge = 4,52),
ber. auf CyyHy 04 (354,47).

Kurve VI synth = Dianhydro-periplogenin aus Periplogenin, Maximum bei 226,56 mpu
(log e = 4,53), ber. auf Cy3H,,0, (354,47).

Kurve 4 = Differenzkurve (VI-I), ber. Maximum bei 235 mu (loge = 4,36).

1) Aufgenommen von Herrn Dr. P. Zoller mit einem ,,Beckman-Quartz-Spectro-
photometer, Modell DU*.
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VII in Frage!). Fiir eine direkte Priifung auf Anwesenheit einer Keto-
gruppe war das Material nicht ausreichend. Die Herren Dr. H. M. E.
Cardwell und Dr. D. F. B. Strauss (Oxford) waren so freundlich, das
IR.-Absorptionsspektrum aufzunehmen. Nach ihrem Bericht lassen
sich VII und eine ahnliche Formel weitgehend ausschliessen, dagegen
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V vr-Acofriose VI 3,5-Dianhydroperi- VII

F.1139{+39,1 W)2)  plogenin F. 1920 [— 46,9 Chf]?)

VIII Acolongiflorosid H X Genin H.M.15
F. 2309 [ — 67,2 Me]?) F. 190° [ + 83 Me]#)
F. 249°[-42,8 Me]*) XI Acetat, amorph?)

IX Acolongiflorosid-H-acetat
F. 2119 [ 30,6 Me]t)
F. 2090 [ — 34,4 An]?)

Ac = CH,CO—, Ts = p-CH;—C,H,S0,—. Die Zahlen in eckigen Klammern geben
die spez. Drebung fiir Na-Licht in folgenden Losungsmitteln an: An = Aceton, Chf =
Chloroform, Me = Methanol, W = Wasser.

2) Exper. Teil dieser Arbeit.

by W. A. Jacobs & A. Hoffmann, J. Biol. Chem. 79, 519 (1928).

¢y W. A. Jacobs & M. M. Bigelow, J. Biol. Chem. 99, 521 (1933).

4y J. D. Lamb & 8. Smith, Soc. 1936, 442.

e) A. Lardon, Helv. 33, 639 (1950).

t) P. R.O. Bally, K. Mohr & T. Reichstetn, Helv. 34, 1740 (1951).

1) Die Ketogruppe sowie die Doppelbindungen koénnten natiirlich auch andere
Lagen einnehmen,
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ist Formel VI mit dem IR.-Spektrum gut vereinbar!). Auch das ge-
nannte UV.-Spektrum (Kurve A) passt sehr gut auf ein Cholestadien-
(3,5)2). Schliesslich konnte die Formel VI des Spaltproduktes durch
Teilsynthese bewiesen werden. Periplogenin (I1I) wurde tosyliert und
das amorphe, chromatographisch gereinigte Tosylat IV mit Pyridin
erhitzt. Chromatographie des Reaktionsproduktes an Al,O, gab in
schlechter Ausbeute das 3,5-Dianhydro-periplogenin (VI), das nach
Smp., Drehung und Mischprobe mit dem aus ,,Kristallisat Nr. 4* er-
haltenen Spaltprodukt identisch war. Auch das UV.-Spektrum (vgl.
Kurve VI synth.) zeigte das charakteristische Maximum, das als Be-
weis fir die Lage der 2 Doppelbindungen in 3,5-Stellung angesehen
werden kann. Dagegen kommt dem Diensystem in VI ein weniger
stark negativer Drehungsbeitrag zu als er bei normalen (14«)-Steroiden
bisher beobachtet wurde3).

Nimmt man an, dass das aus ,,Kristallisat Nr. 4“ erhaltene 14-
Oxy-cardatrien-(3,5,20:22)-0lid (VI) tatsichlich aus Acofriosid L
stammt, so ergibt sich als wahrscheinlichste Konstitution fiir letzteres
die Formel 1, in der lediglich die Konfiguration an C-3 unsicher ist.
Acofriosid L wire dann dhnlich gebaut wie Scillaren A%) und Seilli-
glaucosid®). Eine analoge Formel mit Doppelbindung in 5-Stellung
ist zwar nicht ausgeschlossen, sie wiirde aber die leichte Bildung des
Diens VI nicht erkldren. Um den Drehungsbeitrag der Doppelbindung
abzuschitzen, kann man die molekulare Drehung des Acofriosids L
([M]p = — 288° -+ 11°%in Methanol) mit derjenigen von Evomonosid®)
vergleichen, die [M]p = — 159,3° 4 10° in Methanol betrigt. Evo-
monosid ist ein «-L-Rhamnosid des Digitoxigenins?). Wenn Acofriose
tatsdchlich die vermutete Formel besitzt und mit dem Aglykon «-pyra-
nosidisch verkniipft ist, und wenn das Genin des Acofriosids L in
3-Stellung B-Konfiguration besitzt, so muss der Drehungsbeitrag der
Doppelbindung ungefihr — 1199 -+ 20° betragen, da die einzelne Methyl-
gruppe im Zuckeranteil keine grosse Anderung hervorrufen diirftes).

1) Wir danken den Herren Dr. Cardwell und Dr. Strauss auch hier fiir ihre Resultate.

2y Siehe die Zusammenstellung der Literaturwerte bei J. C. Hess (1), A. Hunger &
T. Reichstein, Helv. 35, 2211, Fussnote 1 (1952).

3) Cholestadien-(3,5) zeigt [M], = —442°, Koprosterin zeigt [M];, = +109°, Diffe-
renz = — 5519, 3,5-Dianhydro-periplogenin (VI) zeigt [M], = —166°, Digitoxigenin zeigt
[M], = +67° Differenz = —233°.

4y A. Stoll, J. Renz & A. Brack, Helv. 35, 1934 (1952).

5y A. Stoll, 4. v. Wartburg & J. Renz, Helv. 36, 1531 (1953).

8y A. Meyrat & T. Reichstein, Pharm. acta Helv. 23, 135 (1948).

%y Ch. Tamm & J. P. Rosselet, Helv. 36, 1309 (1953).

#) 38-Oxycholesten-(4) zeigt [M]}, = +170° Cholesterin zeigt [M]}, = —151°, Ko-
prostanol zeigt [M];, = +109°. Fiir die 4%-Doppelbindung ergibt sich somit ein Drehungs-
beitrag von + 619, fiir die 45-Doppelbindung ein solcher von — 260°. — Wie oben beim Dien
VI gezeigt, diirften aber fiir die 148-Steroide andere Werte in Frage kommen. Der geschitzte
Wert von —119? spricht somit nicht eindeutig gegen die 44-Doppelbindung, obgleich er
von dem Drehungsbeitrag der A%-Doppelbindung in normalen Sterinen stark abweicht.
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Acolongiflorosid H. Auch dieses Glykosid wurde orientierend
untersucht. Das hier isolierte Priparat war wie erwihnt nicht rein, es
enthielt vor allem noch eine merkliche Menge Acolongiflorosid G und
moglicherweise noch andere Verunreinigungen. Vom alten Priparat?)
unterschied es sich hauptsichlich durch eine stark abweichende Dre-
hung. Gleich waren die sehr charakteristische Farbreaktion mit 84-
proz. H,80, und die Laufstrecke im Papierchromatogramm. Nach
Acetylierung wurde ein krist. Acetat erhalten, das nach Smp., Drehung
und Mischprobe mit dem alten Priparat?) identisch war.

Fiir Acolongiflorosid H wurde frither die Formel Cy;,H,,_,;,0,, mit
einer Acetyl- und einer Methoxyl-Gruppe vorgeschlagen. Das hier
isolierte Priparat gab Analysenwerte, die befriedigend auf C,;,H,,O,
passten; nach einer mit saurer Verseifung durchgefithrten Acetylbe-
stimmung war es acetylfrei. Das Glykosid und sein Acetat gaben wie
die ersten Pridparate mit Tetranitromethan eine deutliche Gelbfir-
bung. Auch im UV.-Spektrum (vgl. Kurve VIIT in Fig. 1) zeigte das
neue Priparat des Glykosids wieder ein abnormes Verhalten bei kur-
zen Wellenldngen, indem bei 217 my kein Maximum erhalten wurde,
sondern weiter ansteigende Endabsorption. Das Vorhandensein einer
Ketogruppe lisst sich aus dem UV.-Spektrum hingegen ausschliessen.
Bei der Mikrohydrierung mit Pt in Fisessig nahm Acolongiflorosid H
zwei Mol Wasserstoff auf, davon eines rasch, das zweite nach ins-
gesamt 314, Std., worauf keine Aufnahme mehr erfolgte.

Acolongiflorosid H enthilt als Zucker, wie unten gezeigt wird,
ebenfalls Acofriose (V). Nimmt man an, dass das Glykosid gleich ge-
baut ist wie die bekannten digitaloiden Glykoside, so muss sein Agly-
kon die Formel C,3H,,0; besitzen und ausser dem Butenolidring noch
eine isolierte Doppelbindung im Ringsystem enthalten. — Maoglicher-
weise ist diese Doppelbindung daran schuld, dass Acolongiflorosid-H-
acetat gegen CrQOj; in Eisessig bei 18° nicht sehr bestidndig ist (vgl.
exper. Teil). Immerhin wurde nach solcher Behandlung ein kleiner
Teil Ausgangsmaterial zuriickerhalten, so dass das Acetat kaum eine
freie sekundire oder primire HO-Gruppe enthalten dirfte. Zum Ab-
bau wurden 1,83 g rohes Acolongiflorosid H in zwei Portionen mit
HCl in Aceton gespalten. Der in ausgezeichneter Ausbeute erhaltene
Zucker kristallisierte weitgehend und erwies sich als identisch mit der
aus ,,Kristallisat Nt. 4“ erhaltenen Acofriose. Die 1,46 g chloroform-
lgslichen Anteile waren ein Gemisch, aus dem sich nach Chromato-
graphie an Al,O, 69 mg krist. Acolongiflorosid G abtrennen liess, das
im rohen Acolongiflorosid H enthalten war, und das offenbar merklich
schwerer spaltbar ist als dieses. In schlechter Ausbeute (45 mg) wurde
noch ein zweiter krist. Stoff erhalten, der bei der Chromatographie an
Al,O, auffallenderweise nur wenig leichter eluierbar war als Acolongi-
florosid G, sich aber als zuckerfrei erwies. Wir nennen ihn Genin
H.M. 15, denn wegen der sehr schlechten Ausbeute ist es héchst frag-
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lich, ob es sich um das dem Acolongiflorosid H entsprechende Genin
handelt; die stark verschiedene Farbreaktion mit 84-proz. H,SO,
spricht eher dagegen. Die Analyse passte auf die Formel C,,H,,0.
Das UV.-Absorptionsspektrum {vgl. Kurve X in Fig. 1) zeigte nur das
iibliche Maximum bei ea. 217 mu. Der Stoff gab mit Tetranitromethan
nur eine dusserst schwache Gelbfirbung. Das Acetat kristallisierte
bisher nicht, gab aber mit Tetranitromethan eine deutliche Gelb-
farbung.

Zu dieser Arbeit standen uns Mittel aus den Arbeitsbeschaffungskrediten des Bundes

zur Verfiigung, wofir auch hier bestens gedankt sei. Ferner danken wir Herrn Dr.
Ch. Tamm fir seine Hilfe bei der Abfassung und Korrektur des Manuskripts.

Experimenteller Teil.

Alle Smp. sind auf dem Kofler-Block bestimmt und korrigiert, Fehlergrenze in der
beniitzten Ausfithrung bis 200° etwa - 29, dariiber etwa - 3° Substanzproben zur
Drehung wurden, wo nichts anderes erwahnt, 1 Std. bei 0,02 Torr und 70° getrocknet,
zur Analyse 5 Std. bei 0,01 Torr und 100° iiber P,0; mit Einwaage im Schweinchen.
Ubliche Aufarbeitung bzdeutet: Eindampfen im Vakuum, Aufnehmen in Chloroform-
Ather (soweit nichts anderes erwihnt), Waschen mit verd. HCI, Sodalésung und Wasser,
Trocknen iiber Na,SO, und Eindampfen. Die Chromatographien wurden nach der Durch-
laufmethode?) ausgefiihrt, das dazu beniitzte Al,0, wurde nach alter Angabe?) von Alkali
befreit, aber nur bei 180° reaktiviert. Legal-Reaktion?), Keller- Kiliani-Reaktiont), Zucker-
priifung®), Tipfelprobe mit Raymond-Reagens®) sowie Papierchromatographie®)?) und
Verteilungschromatographie®) nach fritheren Angaben.

Extraktion der Samen
(ausgefiihrt im Dezember 1950).

1 kg Samen wurde genau wie bei Acokanthera venenata?) und A.longifloraf)
behandelt. — Nach der Reinigung mit Pb(OH), wurde bei pH = 6 auf 11 eingeengt.
Diese wisserige Losung, aus der bereits Acovenosid A auskristallisierte, wurde zundchst
sechsmal mit je 800 cm? Chloroform, dann zwélfmal mit je 1 1 Chloroform-Alkohol (2:1)
ausgeschiittelt. Diese Ausziige wurden der Reihe nach (im Gegenstrom) je einmal mit
50 cm® Wasser, 50 ¢cm? Sodalésung und 50 cm® Wasser gewaschen und iiber Na,SO,
getrocknet. Die getrockneten Chloroform-Extrakte wurden zunichst auf 600 cm? einge-
engt und 16 Std. bei 18° stehengelassen, worauf 12,75 ¢ rohes Acovenosid A (Smp.
160—166%/220—2269) auskristallisierten. Die Mutterlauge gab aus Methanol-Ather zu-
nichst nochmals 4,0 g rohes Acovenosid A (Smp. 203—2129), dann 1 g eines Kristallisats
vom Smp. 245—255%, das aus Methanol-Ather umkristallisiert 650 mg rohes Acolongi-
florosid Hf) vom Smp. 262—2599 lieferte. Es verblieben 9,36 g amnorphe Mutterlaugen
aus Chloroformextrakt (Teil 8,), die zur Chromatographie (siehe unten) beniitzt wurden.
Dieses Material war ein fast farbloser, stark bitter schmeckender Schaum.

1) 1. Reichstein & C. W. Shoppee, Discussions of the Faraday Soc. 1949, Nr. 7, 305.

%) J.v. Buw, A. Lardon & T. Reichstein, Helv. 27, 1292, Fussnote 2 (1944).

3) W. A.Jacobs & A. Hoffmann, J. Biol. Chem. 67, 333 (1926), in Ausfithrungsform
von K. Reyle & T'. Reichstein, Helv. 35, 98 (1952).

Y J.v. Buw & T. Reichstein, Helv. 31, 883 (1948).

%) P. R.O. Bally, K. Mohr & T. Reichstein, Helv. 34, 1740 (1951).

%) O. Schindler & T. Reichstein, Helv. 34, 108 (1951).

7) Trennung mit Butanol als mobile Phase, E. Schenker, A. Hunger & T. Reichstein,
spatere Mitteilung.

8) H. Hegediis, Ch. Tamm & T. Reichstein, Helv. 36, 357 (1953).

%) J.v. Buw & T. Reichstein, Helv. 33, 485 (1950).
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Die Chloroform-Alkohol-(2:1)-Extrakte gaben beim Eindampfen 17,98 g Riick-
stand, als hellbraunes, bitteres Harz.

Die nach obigem Ausschiitteln verbliebene wisserige Phase und das erste Wasch-
wasser wurde im Vakuum auf 150 cm? eingeengt, mit 100 g festem wasserfreiem Na,SO,
versetzt und elfmal mit je 500 cm? Chloroform-Alkohol (3:2) ausgeschiittelt. Diese Aus-
zlige wurden der Reihe nach mit je 10 ecm? 3} gesattigter wisseriger Na,SO,-Lésung,
10 em?® derselben Lésung, die 1,72 g Na,COj; enthielt und nochmals 10 cm3 solcher Losung
ohne weiteren Zusatz gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und eingedampft. Erhalten
wurden 24,5 g Riickstand als braunes Harz, das kaum bitter schmeckte, aber noch eine
positive Raymond-Reaktion gab. Eine Probe der verbliebenen wisserigen Phase wurde
mit der fiinffachen Menge abs. Alkohol versetzt. Das eingedampfte Filtrat gab mit
Raymond-Reagens nur eine schwache Blaufarbung.

Weitere 1,7 kg Samen wurden genau gleich verarbeitet und gaben 47,2 g Chloro-
formextrakt, 28,3 g Chloroform-Alkohol-(2:1)-Extrakt und 47,0 g Chloroform-Alkohol-
(3:2)-Extrakt. Die 47,2 g Chloroformextrakt lieferten hier 29,2 g rohes Acovenosid A
vom Smp. 156 —164°/211—2259, und noch 1,5 g vom Smp. 204—212°. Die verbliebenen
Mutterlaugen (16,5 g Teil S,) dienten zur Chromatographie.

Untersuchung des Chloroformextrakts.

Die 47,45 g rohes Acovenosid A aus beiden Ansitzen wurden zusammen nochmals
aus Methanol und Methanol-Ather umkristallisiert und gaben 18,6 g reinstes Material
vom Smp. 222—-226° und 9,26 g wenig tiefer, bei 218 —222¢ schmelzende Kristalle. (Total
27,86 g = 1% Acovenosid A). Von den Mutterlaugen!) wurden 8,97 g mit den Teilen
S; und S, vereinigt und das Ganze im Vakuum bei 60° getrocknet. Dieses Material (28,35 g)
diente fiir die folgenden Chromatographien.

Chromatographie der amorphen Anteile.

a) Erste Chromatographie. Von den genannten 28,35 g wurden zundchst 15 g
an 500 g Al,O, chromatographiert. Zum Eluieren jeder Fraktion dienten je 1000 ecm3 der
in Tab. V genannten Losungsmittel. ‘

Tabelle V.
Chromatographie von 15 g amorphen Anteilen aus Chloroform-Extrakt.

Frak- Eindampfrickstand

ions- Lo ittel
tllc&ns ORungAITILe Menge Habitus

T. ing

1-3 Benzol-Chloroform (1:1) 0,702 amorph, dtherloslich

4-5 Chloroform 0,197 amorph, #therloslich

6-7 Chloroform 2,943 Krist. vorwiegend Nr.4

8-12 Chloroform 3,431 Krist. vorwiegend H
13-22 Chloroform-Methanol (99,5:0,5)—(98:2} | 7,330 Krist. Gemisch A+ H

Die amorphen Fraktionen 13 gaben bei der Eaymond-Reaktion keine Farbung.
Sie wurden nicht untersucht.

Die Fraktionen 6—7 gaben aus Methanol-Ather 1,92 g rohes ,,Kristallisat Nr. 4
in Nadeldrusen, Smp. 234 —247°.

Die Fraktionen 8—12 gaben aus Aceton-Ather 1,2 g rohes Acolongiflorosid H in
Nadeldrusen, Smp. 240—2509. (Die Unterscheidung von ,,Kristallisat Nr. 4 erfolgte
hauptsichlich mit Hilfe der Farbreaktion mit 84-proz. H,S0,.)

Die Fraktionen 13—22 gaben aus Methanol-Ather 1,6 g rohes Acovenosid A vom
Smp. 204—2189, das aber nach der Farbreaktion mit 84-proz. H,80, noch etwas Aco-
longiflorosid H enthielt.

1) Durch einen Unfall gingen 9 g verloren.
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Aus den Mutterlaugen der Fraktionen 6—22 wurden zusammen noch ca. 5 g Kri-
stallgemische erhalten, die auch nach mehrmaligem Umbkristallisieren noch keine einheit-
lichen Stoffe gaben. Sie dienten fiir die dritte Chromatographie.

b) Zweite Chromatographie. In gleicher Weise wurden die restlichen 13,25 g
amorphe Anteile aus Chloroformextrakt chromatographiert. Daraus wurden noch 1,26 g
rohes ,,Kristallisat Nr. 4, 0,8 g rohes Acolongiflorosid H und 0,7 g rohes Acovenosid A
erhalten. Daneben wurden auch hier etwa 3 g nicht trennbare Kristallgemische gewonnen,
die fiir die dritte Chromatographie beniitzt wurden.

Das rohe ,,Kristallisat Nr. 4* aus beiden Chromatographien gab nach mehrmaligem
Umbkristallisieren aus Methanol-Ather 1,79 g zu Drusen vereinigten Nadeln, Smp. 2563—260°.

Das rohe Acolongiflorosid H aus beiden Chromatographien gab aus Aceton 1,44 g
farblose Stdbchen, Smp. 253 —257°.

Das rohe Acovenosid A aus beiden Chromatographien gab aus Methanol 1,04 g
Kristalle, Smp. 218 —221°, die nach der Farbreaktion aber immer noch etwas Acolongi-
florosid H enthielten.

c) Dritte Chromatographie. Die 8 g Kristallgemische aus der ersten und zweiten
Chromatographie wurden nochmals an 250 g ALOg4 chromatographiert. Es konnten noech
1,38 g rohes Acolongiflorosid H vom Smp. 230—240° (diente fiir Spaltung) und 0,9 g
,.Kristallisat Nr. 4 vom Smp. 240—255° (diente fir Verteilungschromatographie) iso-
liert werden.

d) Weitere Chromatographien. Es wurden 1,38 g rohes Acolongiflorosid H
nochmals an Al,0, chromatographiert. Umkristallisieren aus Methanol-Ather gab 670 mg
farblose Prismen vom Smp. 247 --255° (diente fiir Analyse und Drehung).

In gleicher Weise wurden 1,88 g ,,Kristallisat Nr. 4° an Al,O4 chromatographiert.
Aus Aceton-Ather wurden 950 mg farblose Stabchen vom Smp. 251 —256° erhalten (dien-
ten fir Analyse und Drehung).

Trennung des Chloroform-Alkohol-(2:1)-Extrakts.

Isolierung von Ouabain. 5 g Extrakt (entspr. 292 g Samen) wurden an 150 g
AL0, chromatographisch in 27 Fraktionen aufgeteilt. Zum Eluieren jeder Fraktion dien-
ten 500 cm?® Lisungsmittel.

Die Fraktionen 1-—13, eluiert mit Chloroform-Methanol von 5—209%, Methanol-
gehalt, lieferten 1,97 g amorphes Material. Raymond-Reaktion: positiv.

Die Fraktionen 14—21 (1,34 g, eluiert mit Chloroform-Methanol (4:1) und (1:1))
gaben aus Methanol-Ather 0,31 g rohes Ouabain, Smp. 183 —190°.

Die Fraktionen 2227, eluiert mit Methanol und Chloroform-Methanol (1:1) unter
Zusatz von 0,5% Eisessig gaben insgesamt 344 mg amorphes Material, Raymond-Reak-
tion: positiv.

Isolierung von Acolongiflorosid-K-Acetat. Die Fraktionen 3—13, 22—25,
sowie die Mutterlaugen der Fraktionen 14—21 (zusammen 3 g Material) wurden mit
60 cm? abs. Pyridin und 40 cm?® Acetanhydrid 2 Tage bei 209 stehengelassen.

Die iibliche Aufarbeitung gab 3,33 g rohes Acetatgemisch. Aus Aceton-Ather 27 mg
rohes Acolongiflorosid-K-Acetat, Smp. 283 —288°, Die Mutterlauge (3,3 g} wurde an 100 g
Al,0, chromatographiert.

Die ersten 19 mit Benzol, Benzol-Chloroform und Chloroform eluierten Fraktionen
gaben 2,92 g amorphes Material.

Die Fraktionen 21 —22 (0,33 g, eluiert mit Chloroform-Methanol (98:2)) gaben aus
Aceton-Ather noch 42 mg Acolongiflorosid-K-Acetat, Smp. 289—2939. Ausbeute total
67 mg.

Priifung des Chloroform-Alkohol-(3:2)-Extrakts auf Quabain.

4 g Extrakt wurden an