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123. Die Glykoside von Periploca nigrescens Afzel’)
Glykoside und Aglykone, 134. Mitteilung?)
von E. Schenker, A. Hunger und T. Reichstein.
(23. IIL. 54.)

Periploca nigrescens Afzel (Asclepiadaceae) ist eine im tro-
pischen Westafrika weitverbreitete Liane, die besonders im Oubangui-
Gebiet, vielleicht auch im Kongo, zur Bereitung von Pfeilgift verwen-
det wird®)*)%). Wiahrend die verwandte Periploca graeca L. recht
genau untersucht isté), fanden wir iiber chemische Untersuchungen
von P.nigrescens keine Literaturangaben. Im folgenden wird iiber
cine solche berichtet. P. nigrescens erwies sich als relativ reich an
digitaloiden Glykosiden. Die Trennung der erhaltenen Gemische war
aber schwierig, und ausser der Isolierung einer kleinen Menge eines
Stoffes (Subst. E. Sche. 17), der bei der Zuckerprifung eine positive
Reaktion gab, konnte bisher keines der vorhandenen Glykoside in
Kristallen gefasst werden. Dagegen liessen sich teils direkt, teils nach
fermentativem Abbau eine Reihe krist. Aglykone isolieren, wodurch
gewisse Riickschliisse auf die urspriinglich vorhandenen Glykoside
moglich wurden. Die bisherigen Resultate haben daher mehr orien-
tierenden Charakter, sie diirften aber fiir eine spitere genauere Unter-
suchung niitzlich sein.

Beschaffung des Pflanzenmaterials.

Das fiir diese Untersuchung dienende Material bestand aus den
oberirdisehen sowie den wenig unter der Erdoberfliche kriechenden
Teilen (total 16,55 kg, hauptsichlich 1-2 e¢m dicke Triebe, die von
Blattern, Friichten und kleinen Nebenzweigen befreit wurden) von
ca. 15 nahe beieinander (innerhalb eines Quadrates von ca. 300-500 m

1y Auszug aus Diss. B. Schenker, Basel, die demnéchst erscheint.

2) 133. Mitteilung: 4. Katz, Helv. 37, 833 (1954).

3) L. Lewin, ,,Die Pfeilgifte, p. 259, 283 (Leipzig 1923); P. Staner & R. Boutique,
,»Matériaux pour I'étude des Plantes Médicinales indigénes du Congo Belge*. Instit. Roy.
Col. Belge, Mémoires, Coll. in — 8%, Section des Sciences Naturelles et Médicales, Tome 5,
fase. 6, p. 162 (Bruxelles 1937).

4) Die Herren Dr. 4. Katz und Dr. P. Speiser konnten sich im Oubangui-Gebiet per-
sonlich davon iiberzeugen. Sie brachten aus der Gegend von Loko (Oubangui-Chari) auch
einige mit Periploca nigrescens vergiftete Holzpfeile mit, die zum Schiessen von
Kleinwild (bes. Vogeln und Affen) dienten.

8) Uber medizinische Verwendung von Periploca nigrescens durch Eingeborene
der Elfenbeinkiiste vergl. J. Kerharo & A. Bougquet, ,,Plantes Médicinales et Toxiques de
la Céte d’Ivoire-Haute-Volta, p. 107 (Paris 1950); sowie in Zentralafrika R. Sillans,
Ann. pharm. frang. t1, 364 (1953).

8y A. Stoll & J. Renz, Helv. 22, 1193 (1939).
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Seitenlinge) wachsenden Pflanzen, die am 19. Februar 1950 von den
Herren Dr. A. Katz und Dr. P. Speiser beim Dorf Bogona (Strasse
Gemena-Karawa, Congo Oubangui) geschnitten, lose in einen Sack
verpackt und sofort personlich im Flugzeug nach Basel mitgenommen
wurden, wo sie am 22. Februar 1950 in weitgehend frischem Zustand
ankamen!). Periploca nigrescens kann leicht mit anderen Ascle-
piadaceen verwechselt werden. Insbesondere ist eine sichere Unter-
scheidung von Omphalogonus nigritanus N. K. Br.?) nur anhand
von Bliiten oder Friuchten moglich. Einige der Pflanzen trugen Bliiten
und Friichte. Eine solche Frucht und ein Zweig mit Blittern und
Bliiten wurde dem Herbarium der Royal Botanical Gardens Kew ein-
gesandt. Die Herren E. W. R. H. Milne-Redhead und R. D. Meikle
waren so freundlich, die Bestimmung zu kontrollieren. Sie schrieben
(am 25. 4. 52), dass es sich eindeutig um Periploca nigrescens
Afzel handelt. Wir glauben daher, dass alle zur Untersuchung gelang-
ten Pflanzen derselben Art angehort haben, ohne eine vollige Sicher-
heit dafiir bieten zu konnen?3).

Vorbehandlung und Extraktion des Materials. Die er-
haltenen Zweige (16,55 kg) wurden sofort nach Erhalt geschilt bzw.
griindlich abgeschabt und gaben 12,6 kg dunkelbraune Rinde sowie
3,95 kg entrindetes Holz. Letzteres wurde in kleine Teile zerschnitten
und beide Teile fiir sich mit 95-proz. Alkohol gedeckt in verschlossenen
Flaschen bis zur Untersuchung aufbewahrt. Zur Untersuchung wurden
gewogene Proben entnommen (abgepresste feste Teile plus aliquoten
Teil des Alkohols). Die Extraktion und Vortrennung wurde, wo nichts
anderes erwidhnt, genau wie bei Acokanthera-Holz durchgefiihrt4).

1y Nach Beobachtungen der Herren Dr. 4. Katz und Dr. P. Speiser zeigt P. ni-
grescens in frischem Zustand stark bitteren Geschmack, der nach Trocknung weitgehend
verloren geht. Die Eingeborenen verwenden zur Bereitung von Pfeilgift frisches Holz. Eine
frither (im Mai 1947) an einem Waldrand bei Kumasi (Goldkiiste) von den Herren Dr.
A. Katz und Dr. J. Schmulz gesammelte Pflanze wurde an Ort und Stelle getrocknet. Eine
orientierende Untersuchung dieses Materials durch Herrn Dr. R. F. Raffauf (unpubliziert)
gab nur Spuren von Kristallen. Damals wurden die Rohextrakte aber nicht biologisch
gepriift, und es erfolgte auch keine Kontrolle durch Papierchromatographie. Ks ist daher
unsicher, ob der Glykosidgehalt wirklich sehr niedrig war. Ausserdem war die botanische
Bestimmung nicht vollig gesichert. — Nach den oben genannten Beobachtungen besteht
aber die Moglichkeit, dass der Glykosidgehalt durch das Trocknen stark leidet.

2) Nach J. Kerkaro & A. Bougquet (l.c.), p. 196—197, wurden Omphalogonus
nigritanus und Periploca nigrescens von den Eingeborenen der Elfenbeinkiiste
nicht unterschieden. Sie werden fiir dieselben Zwecke verwendet und gleich benannt; vgl.
auch R. Sillans (l.c.). Uber eine orientierende pharmakologische Untersuchung von
Omphalogonus nigritanus berichten F. Mercier & L. Vignoli, C.r. Soc. biol. 130,
1285 (1939).

3) Die Pflanzen machten einen sehr einheitlichen Eindruck. Obgleich Omphalo-
gonus nigritanus den Herren Dr. Katz und Dr. Spesser damals nicht bekannt war,
glauben sie, dass es ihnen aufgefallen wire, wenn sie gleichzeitig mit Periploca nigres-
cens noch eine andere Asclepiadacee angetroffen hitten.

4) P. R.O. Bally, K. Mohr & T. Reichstein, Helv. 34, 1740 (1951); 35, 45 (1952).
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UntersuchungderRinde(Vorversuch).EineProbe (0,32kg)
des Rindenmaterials wurde abgepresst, mit Wasser zerkleinert und
mit wisserigem Alkohol extrahiert. Eine Priifung auf Alkaloide war
negativ, auf digitaloide Lactone positiv. Die weitere Aufarbeitung?)
gab ‘

1,053 g (0,339 ) Atherextrakt (A) als griines, schwach bitteres Harz;
0,168 g (0,052%) Chloroformextrakt (B) als braunen, bitteren Schaum;
1,938 g (0,60%) Chloroform-Alkohol-(2:1)-Extrakt?) als braunen, bitteren Schaum.

Die ausgeschiittelte wisserige Phase war praktisch glykosidfrei
(Geschmack nicht bitter, Raymond-Reaktion negativ) und wurde ver-
worfen.

Alle drei Extrakte reagierten mit Raymond-Reagens positiv, doch
konnte auch nach Chromatographie kein krist. digitaloides Lacton
daraus isoliert werden. (Lediglich der Atherextrakt gab wenig Kristalle,
Smp. 130 -134°¢, die aber bei der Legal-Reaktion keine Farbung gaben
und nicht weiter untersucht wurden). Der Chloroform-Alkohol-(2:1)-
Extrakt wurde orientierungshalber mit Strophanthobiase®) behandelt.
Es trat merkliche Spaltung ein, und aus den Spaltprodukten konnte
eine kleine Menge krist. Strophanthidin isoliert werden.

Da das entrindete Holz stirker bitter war als die Rinde und we-
niger stark gefirbte Extrakte lieferte, wurden die aus der Rinde er-
haltenen Priaparate nicht weiter untersucht.

Untersuchung des entrindeten Holzes.

Die Extraktion und Vortrennung durch fraktioniertes Ausschiit-
teln geschah in 3 Portionen, prinzipiell gleich wie bei der Rinde, teil-
weise mit geringen Ab#nderungen. Beim ersten Ansatz (mit 500 g
Holz) wurde eine biologische Kontrolle vorgenommen. In diesem An-
satz wurden nach Reinigung mit Petrolither zunichst die Gesamt-
glykoside direkt mit Chloroform-Alkohol (2:1) ausgeschiittelt. Er-
halten wurden 6,63 g (1,3 9%,) rohes Glykosidgemisch. Die biologische
Prifung?) an der Katze (Hatcher-Test) ergab eine Wirksamkeit von
2,3 K. E. pro mg. 5,63 g dieses Gemisches (entspr. 425 g Holz) wurden
nun durch fraktioniertes Ausschiitteln aus Wasser weiter getrennt und

1) P, R.O. Bally, K. Mohr & T. Reichstein, Helv. 34, 1740 (1951); 35, 45 (1952).

2) 2:1 bedeutet das Verhiltnis der Volumteile des zum Ausschiitteln beniitzten
Gemisches. Dies gilt fiir alle spiter beniitzten Verhiltniszahlen. Das Chloroform-Alkohol-
(2:1)-Gemisch ist von A. Stoll, J. Renz & W. Kreis, Helv. 20, 1484 (1937), zum Aus-
schiitteln wasserldslicher Glykoside empfohlen worden.

3) Vgl. W. A. Jacobs & A. Hoffmann, J. Biol. Chem. 69, 153 (1926), sowie A. Stoll
& J. Renz, Enzymologia 7, 362 (1939). Hier wurde ein aus den Samen von Strophanthus
kombé nach J.Schmutz & T. Reichstein, Pharm. acta Helv. 22, 359 (1947) bereitetes
Praparat verwendet.

1) Diese und die folgenden Priifungen wurden, wo nichts anderes erwihnt, in den
Laboratorien der CIBA-Aktiengesellschaft, Basel, ausgefiihrt, wofiir auch hier bestens
gedankt sei.



Volumen xxxvi1, Fasciculus v (1954) - No. 123, 1007

gaben die in Tabelle 1 genannten Priparate mit den angegebenen
Wirksamkeiten.

Tabelle 1.
Biologische Priifung
Ausbeuten Am isolierten An der
Erhaltene Extrakte Menge in Froschherz?) Katze?)
gund % Systolischer Huatcher-Test
Stillstand bei K. E. pro mg
Atherextrakt (D) . . . .| 1,47 =0,35% | 1—2-10-5 0,52
Chloroformextrakt (E) . . | 1,24 = 0,28% 5.10-¢ 2,8
Chloroform-Alkohol-(2:1)-
Extrakt (G) . . . . . 2,91 = 0,689%, 5.10°¢ 4,25

Dieser Versuch zeigt, dass der Chloroform-Alkohol-(2:1)-Extrakt
(G), der die stark wasserloslichen Glykoside enthielt, nicht nur men-
genmissig am grossten, sondern auch biologisch am starksten wirksam
war. Die zwei weiteren Ansitze wurden #dhnlich extrahiert und ge-
trennt. Insgesamt wurden die in Tab. 2 genannten Ausbeuten erhalten.

Tabclle 2.

Bezeichnung der Ausbeuten in g und in %
erhaltenen Extrakte Ansatz 1 Angatz 2 Ansatz 3 Total
Verwendete Menge Holz 0,500 kg 1,680 kg 1,770 kg 3,950 kg

Petrolatherextrakt

(verworfen) . . . . . . 1,13 =0,23%] 1,63=0,10%| 1,74 =0,10%] 4,50 =0,11%
Atherextrakt (D). . . . . 1,73%)=0,35%| 3,24 =0,19%] 5,20 =0,30%10,27 = 0,26 %,
Chloroformextrakt (E) . 1,42%)=0,28%7,195=0,43%,| 8,86 =0,50%/17,48 =0,44%,
Chlorof.-Alk.-(2:1)-Extr.(G) [3,42%)=0,68%18,60 = 1,119%|24,20 = 1,37%/46,22 = 1,17%

Untersuchung des Atherextrakts (D). Im Papierchroma-
togramm (vgl. Nr. 1 in Fig. 1a und 1b) wurde nur ein Fleck erhalten,
der Strophanthidin entsprach. Bei der priparativen Trennung gaben
die 3,24 g Extrakt (D) (aus 1,68 kg Holz, Ansatz 2) zunichst 0,12 g
Nadeln vom Smp. 282 —2869, die weder mit 84-proz. H,SO,noch bei der
Legal-Probe eine Farbung gaben (nicht untersucht). Die Mutterlaugen
gaben teils durch direkte Kristallisation, teils nach Chromatographie
insgesamt 0,731 g rohes Strophanthidin. Andere Kristalle wurden
nicht erhalten. Auf die ganzen 3,95 kg Holz berechnet, entspricht dies
1,7 g Strophanthidin.

1} Die Konzentrationen resp. Verdiinnungen sind in g pro em? angegeben, 10-5
bedeutet also 0,01 mg pro cm3. Ouabain zeigte unter gleichen Bedingungen systolischen
Herzstillstand bei einer Verdiinnung von 5 - 10~

2) Quabain enthilt 5,6 K. E. pro mg.

3) Aus obigen Zahlen umgerechnet auf 500 g Holz.
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Untersuchung des Chloroformextrakts (E). Im Papier-
chromatogramm (vgl. Nr, 2 in Fig. 1a, 1b und 1e¢) konnten bei Anwen-
dung von drei verschiedenen Systemen insgesamt 6 Flecke erhalten
werden. Drei davon zeigten Laufstrecken, die denjenigen von Stro-
phanthidin, Stroptanthidol und Substanz E. Sche.12 (siehe unten) ent-
sprechen. Die drei weiteren konnten nicht identifiziert werden. Bei der
praparativen Trennung wurden die 8,86 g Extrakt E aus Ansatz 3
(1,77 kg Holz) an Al,0O, chromatographiert, worauf sich die folgenden
vier Kristallisate isolieren liessen: 37 mg Subst. E. Sche. 12, 39 mg
Subst. E. Sche. 16, 2,03 g Strophanthidin und 58 mg Strophanthidol.
Nachdem es sich gezeigt hatte, dass die Substanzen E. Sche. 12 und
E. Sche. 16 bei der Acetylierung mit Pyridin- Acetanhydrid nicht ver-
andert werden, wurden die Mutterlaugen und benachbarte amorphe
Fraktionen vereinigt und acetyliert, worauf sich nochmals 594 mg
rohe, bzw. 203 mg analysenreine Substanz E. Sche. 12 isolieren liessen.
3,305 g Extrakt E (1,07 g aus Ansatz 1 und 3,24 g aus Ansatz 2, zu-
sammen aus 2,14 kg Holz) wurden dhnlich getrennt, wobei auch Rea-
gens T von Girard & Sandulesco') verwendet wurde. Ausser Subst.
E. Sche. 16 wurden dieselben Stoffe isoliert.

Nimmt man die Ausbeuten bei Ansatz 3 als Grundlage, so er-
geben sich auf die ganzen 3,95 kg umgerechnet die folgenden Aus-
beuten:

0,535 g (0,135%) Substanz E. Sche. 12;
0,087 g (0,022%,) Substanz E. Sche. 16;
4,53 g (1,15%) Strophanthidin;
0,130 g (0,033%) Strophanthidol.

Unter Beriicksichtigung der 1,7 g Strophanthidin aus Atherextrakt D
ergibt sich eine totale Ausbeute an Strophanthidin von 5,23 g (1,32 %,).

Untersuchung des Chloroform-Alkohol-(2:1)-Extrakts
(G). Da aus diesem Extrakt direkt keine Kristalle erhalten werden
konnten, und da sich der entsprechende Extrakt aus Rinde mit Stro-
phanthobiase relativ weitgehend spalten liess, wurden hier zun#chst
orientierende Versuche mit einigen Fermenten durchgefiihrt, von de-
nen bekannt ist, dass sie verschiedene digitaloide Polyglykoside zu
spalten vermoégen. Zur ungefihren Kontrolle der eingetretenen Spal-
tung wurde aus wisseriger Lidsung fraktioniert mit zwei bis vier ver-
schiedenen Losungsmitteln resp. Gemischen (Ather, Chloroform und
Chloroform-Alkohol-Gemischen) ausgeschiittelt. Da der verwendete
Extrakt G praktisch frei von Substanzen war, die sich mit Ather oder
Chloroform ausschiitteln lassen, gibt die Menge der Ather- und Chloro-
formextrakte ein ungefdhres Mass iiber die eingetretene Spaltung.

1) 4. Girard & G. Sandulesco, Helv. 19, 1095 (1936), sowie O. Schindler & T. Reich-
stein, Helv. 34, 521 (1951).
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Beispiele fiir die Kontrolle durch Papierchromatographie.

Als stationdre Phase diente entweder entsiuertes Formamid!) oder Wasser?).

Die bei Fig. 3b durch senkrechte Striche getrennten Nummern sind nicht auf dem-
selben Blatt gelaufen, so dass die Laufstrecken nicht genau vergleichbar sind. But. =
n-Butanol; Bz. = Benzol; Chf. = Chloroform; To.l = Toluol. (5:7) usw. bedeutet das
Verhaltnis der Volumina.

Fig. 1a——1c zeigen das Ergebnis bei Atherextrakt D, Chloroformextrakt E und
Chloroformextrakt GES. Fig. 2 zeigt das Verhalten der Substanzen E. Sche. 12 und
E. Sche. 16 im Vergleich zu Acetyl-strophanthidin.
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Fig. 1a. Fig.1b. Fig. 1c. Fig. 2.
Formamid: Chf.-Bz.(5:7) Formamid: Chloroformn  Wasser: But.-Tol. (1:1) Formamid:Chf.-Bz. (5:7)
20 Std. t = 16° 4% Std. t = 14° 7 Std. t = 14° 17 Std. t =14°

1: 0,2 mg Atherextrakt D aus Periploca nigrescens
2: 0,2 mg Chloroformextrakt E aus Periploca nigrescens
3: 0,2 mg Chloroformextrakt GES aus Periploca nigrescens
4/5/6: Gemisch von je 0,03 mg Periplogenin (4), Emicymarin (5) und Strophanthidin (6)
6/7/8/9: Gemisch von je 0,03 mg Strophanthidin (6), Convallatoxin (7), Strophanthidol (8)
und Subst. E. Sche. 12 (9)
6: 0,03 mg Strophanthidin
8: 0,03 mg Strophanthidol
10: 0,05 mg Subst. E. Sche. 12 Rohkristallisat
9/11: Gemisch von je 0,03 mg reiner Subst. E. Sche. 12 (9) und Subst. E. Sche. 16 (11)
12: 0,03 mg Strophanthidinacetat.

1

~—

Ausfiithrung nach O. Schindler & T. Reichstein, Helv. 34, 108 (1951), jedoch mit
der von H. Hegediis, Ch. Tamm & T. Reichstein, Helv. 36, 364 (1953), angegebenen Abin-
derung zum Imprignieren der Papierstreifen.

2) Ausfithrung nach E. Schenker, A. Hunger & T. Reichstein, Helv. 37, 680 (1954).

64
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Fig. 3a zeigt das Ergebnis an vier aufeinanderfolgenden Fraktionen, die bei der
Chromatographie des Chloroform-Alkohol-(9:1)-Extrakts GFSH an Al,0, erhalten wur-
den. Alle diese vier Fraktionen enthalten vier verschiedene Stoffe. Sie wurden vereinigt
und als Konzentrat W bezeichnet.

Fig. 3b zeigt das Ergebnis der Verteilungschromatographie von Konzentrat W,
wobei sich die vier Komponenten trennen liessen. Keine derselben kristallisierte bisher.

] T

556016
0090114
0

-~ 44,5 cm

OODDI 0 00

Fig. 3a. Fig. 3b.
Wasser : Butanol-Toluol (1:1) 23% Std. t = 15°

1: 0,3 mg Mutterlauge der Fraktion 23 aus Chromatographie des Chf.-Alk.-
(9:1)-Extrakts GFSH aus Periploca nigrescens
2: 0,3 ,, Fraktion 24 aus obiger Chromatographie

3: 0,3 ,, . 25 ., .

4: 03 ,, w26, .

5: 0,3 ,, durch milde saure Hydrolyse gereinigtes Konzentrat W

6: 0,2 ,, Fraktion 1 der Verteilungschromatographie von Konz. W

7: Oy2 3 sy 9 33 LR} EL ’3 ”

8: 0,2 ,, w20,

9: 0,2 ,, v 27
10: 0,2 ,, o 32,
11: 052 1 133 38 22
12: 0,2 ,, » 40
13: 052 » bEd 50 s
14: 0,2 ,, »s 54
15: 0,2 ,, ,» 63
16: 0,2 ,, » 87,
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Die Fig. 4 und 5 zeigen einige Resultate der Untersuchung von Konzentrat W und
Chloroform-Alkohol-(2:1)-Extrakt.
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O

Fig. 4. Fig. 5. Fig. 6.
Formamid : Chloroform Formamid; Chf.-Bz. (7:5) Formamid: Chf.-Bz. (7:5)
9 Std. t = 11° 3 Std. t = 14° 5 8td. t=15°

1/2: Gemisch von je 0,03 mg Strophanthidin (1) und Strophanthidol (2)

: 0,1 mg Chloroformextrakt nach Spaltung von Konzentrat W mit Takadiastase

: 0,1 mg Konzentrat W unbehandelt

: 0,1 mg Chloroformextrakt nach milder saurer Hydrolyse von Konzentrat W

: 0,3 mg acetylierter Chloroform-Alkohol-(2:1)-Extrakt GGSH

: 0,3 mg der vereinigten acetylierten Fraktionen Nr. 6 und 7 aus dem Chromato-
gramm des Chf.-Alk.-(2:1)-Extrakts GGS

: 0,06 mg krist. Neutralstoff, erhalten aus Nigrescigenin-diacetat mit CrO,

: 0,06 mg Nigrescigenin-diacetat.

=1 3 O W

© w

Beim Versuch mit Strophanthobiase wurde auch die biologische Wirk-
samkeit der vier erhaltenen Extrakte bestimmt. Uber das Resultat
orientiert Tab. 3, Seite 1012.

Die einzelnen, nach fermentativem Abbau erhaltenen Extrakte
wurden auch papierchromatographisch gepriift. In allen Ather- und
Chloroformextrakten (GDS und GES) konnte dabei Strophanthidin
nachgewiesen werden. Dieses Aglykon wurde in einzelnen Versuchen
auch priparativ isoliert. Gelegentlich wurde in den Chloroformextrak-
ten (GES) auch ein zweiter Fleck beobachtet, der Strophanthidol
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entsprach, und auch dieses Aglykon konnte (im Hauptversuch) in
kleinen Mengen priparativ erhalten werden. Bei den Versuchen mit
Luizym und Strophanthobiase wurden mit den Chloroformextrakten
ausser den fiir Strophanthidin und Strophanthidol charakteristischen
Flecken noch zwei bis drei weitere erhalten, die nicht identifiziert
wurden. Mit den Chloroform-Alkohol-(9:1)- (GFS) und (2:1)-Extrak-
ten (GGS) wurden stets hauptsichlich sehr lange (ca. 6 —9 cm lange)
Flecke erhalten, die auf nicht aufgeloste Gemische deuten.

Tabelle 3.
Abbau des Chf.-Alk.-(2:1)-Extrakts mit 4 Fermenten

Schnek- | Adenium
ken- | multiflo- | Luizym3) Strophanthobiase?)
ferment!)] rum?)

Ausbeuten an Rohextrakten in %, der | Be- Bi?l..tWIi{rkt-
eingesetzten Menge von Chf.-Alk.-(2:1)- | zeich- samkeit (Katze)

- I Hatcher-Test

xtrakt nung in K. E./mg
Atherextrakt . . . 6,3) GDS 0,24
Chloroformextrakt . } 19,1 78 25,0 21,1f 27,4 GES | ca. 2,0
Chf.-Alk.-(9:1)-Extr.| 8,4 33,1 GFS 2,5
wooa ~(2:1)- 64,8}73’2 85,4 65,5 36,5}69’6 GGS 2,24

Da Strophanthobiase eine relativ weitgehende Spaltung bewirkte,
wurde eine grossere Menge (37 g) Extrakt G (entspr. ca. 3,16 kg Holz)
der Einwirkung von Strophanthobiase unterworfen. Diejenigen An-
teile, die sich nachher mit Chloroform-Alkohol (9:1) aus Wasser nicht
ausschittteln liessen, wurden einer nochmaligen Behandlung mit dem
regenerierten Enzym unterworfen und diese Behandlung noch zweimal
wiederholt. Erhalten wurden dabei insgesamt?):

1) Bereitet nach H. Huber, F. Blindenbacher, K. Mohr, P. Speiser & T. Reichstein,
Helv. 34, 68 (1951); vergl. auch P. Karrer, B. Joos & M. Staub, Helv. 6, 800 (1923).

2) Vergl. A. Hunger & T. Reichstein, Helv. 33, 1998 (1950).

3) Es handelt sich um ein Priparat aus Aspergillus oryzae, das der bekannten
Takadiastase nicht ganz entspricht®), und das besonders von R. T'schesche, K. Sellhorn &
K. H. Brathge, B. 84, 576 (1951), zur Spaltung von Uzarin und verwandten Glykosiden
empfohlen wurde. Wir danken dem Luitpold-Werk, Miinchen, auch hier bestens fiir die
Uberlassung dieses Priparats.

4) Bereitet aus den Samen von Strophanthus kombé, nach J. Schmut: &
T. Reichstein, Pharm. acta Helv. 22, 359 (1947).

5) Da im Vorversuch nur wenig Atherextrakt resultierte, wurde hier auf ein Aus-
schiitteln mit Ather verzichtet.

8) E. Bamann & K. Myrbick, Die Methoden der Fermentforschung, p. 1906, 2866
(Leipzig 1941). Wahrend das Handelspriaparat Takadiastase aus Aspergillus oryzae
vor Erreichen des Mycelstadiums gewonnen wird, ziichtet man die Pilze zur Fabrikation
des Luizyms bis zur Sporenbildung.
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7,99 g (21,5%) Chloroformextrakte,
davon 4,87 g GESH  aus Hauptansatz,
1,60 g GESHN1 ,, erster Nachspaltung,
1,35 g GESHN2 ,, zweiter . s
0,17 g GESHN3 ,, dritter . ,
19,04 g (51,5%) Chloroform-Alkohol-(9:1)-Extrakt,
davon 15,99 g GFSH  aus Hauptansatz,
2,056 g GFSHN1 ,, erster Nachspaltung,
0,76 g GFSHN2 ,, zweiter v
0,25 ¢ GFSHN3 ., dritter »
6,18 g (16,7%) Chloroform-Alkohol-(2:1)-Extrakt (GGSH).

Aus der verbliebenen Wasserphase konnten nach Einengen und
Zusatz von Na,30, mit Chloroform-Alkohol (2:1) noch 2,35 g Material
ausgeschiittelt werden, die aber keine Legal-Reaktion mehr gaben und
verworfen wurden.

Aus dem Atherextrakt (GDS) sowie den Chloroformextrakten
GES und GESHN?2 liess sich durch direkte Kristallisation Strophan-
thidin gewinnen. Der Chloroformextrakt GESHN3 gab in gleicher
Weise krist. Strophanthidol. Die iibrigen Chloroformextrakte wurden
priaparativ nicht untersucht. Nach Papierchromatographie (vgl. Nr. 3
in Fig. 1a, 1b und 1¢) war zur Hauptsache Strophanthidin, daneben
aber Strophanthidol nachweisbar, ausserdem wurden 3-—4 schwi-
chere, nicht identifizierte Flecke beobachtet.

Am genauesten wurden die stark wirksamen Chloroform-Alkohol-
(9:1)-Extrakte (GFS, GFSH und GFSHN 1-3) untersucht, von denen
dafiir noch total 19,89 g (entspr. ca. 3,3 kg Holz) zur Verfiigung
standen. Sie wurden zunichst an Al,O, chromatographiert, wobei sich
die drei folgenden Kristallisate und ein amorphes Konzentrat (W)
erhalten liessen: 711 mg eines wahrscheinlich neuen Stoffes, den wir
Nigrescigenin nennen, 48 mg eines weiteren wahrscheinlich neuen
Stoffes, den wir vorliaufig als Substanz E. Sche. 17 bezeichnen und
554 mg eines dritten Kristallisates, das ein Gemisch darstellte und
bisher nicht vollstindig getrennt werden konnte. Das amorphe, chro-
matographisch gereinigte Konzentrat W gab bei der Priiffung an der
Katze die hohe Wirksamkeit von 4,86 K. E./mg. Im UV. zeigte dieses
Material das in Kurve W (vgl. Fig. 8) angegebene Absorptionsspek-
trum (berechnet auf ein geschitztes Mol-Gewicht von 566,6). Aus
diesem geht hervor, dass dieses Konzentrat im wesentlichen aus digi-
taloiden Glykosiden bestanden haben diirfte. Der Zuckernachweis
sowie die Raymond-Reaktion waren stark positiv, die Keller-Kiliani-
Reaktion auf 2-Desoxyzucker dagegen negativ. Im Papierchromato-
gramm (vgl. Fig. 3a) liessen sich drei bis vier verschiedene Flecke
erhalten. Versuche, durch nochmalige Chromatographie an ALO,
Kristalle zu gewinnen, scheiterten. Ebenso konnten weder nach Ace-
tylierung noch nach Benzoylierung und anschliessende Chromatogra-
phie golche erhalten werden. Schliesslich wurde das amorphe Acetat-



1014 HELVETICA CHIMICA ACTA.

gemisch auch noch mit POCL, und Pyridin behandelt') und anschlies-
send chromatographiert. Die dabei erhaltenen Fraktionen zeigten mit
Tetranitromethan deutliche Gelbfarbung, gaben aber auch nach Imp-
fen mit Anbydro-strophanthidin-g-D-glucosid-tetracetat?) keine Kri-
stalle. Auch milde saure Hydrolyse des Konzentrats W gab keine
Kristalle und nur geringen Materialverlust (eine gewisse Reinigung
scheint dabei eingetreten zu sein, vgl. Papierchromatogramm Nr. 4
und Nr. 5 in Fig. 4).

Eine relativ gute Auftrennung des Konzentrats W liess sich durch
Verteilungsehromatographie3) erzielen. An den in Fig. 7 mit I, I, I11
und IV bezeichneten Spitzen waren die vier im Papierchromatogramm
(vgl. Fig. 3b) nachweisbaren Glykoside angereichert und lagen teil-
weise rein vor. Kristalle wurden bisher aber auch aus diesen Frak-
tionen nicht erhalten4).

! | z
[ s] I ‘
¢ | !
H | :
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=

Elurerte Substanzmenge in mg pro 30cm’

J\ |

20 400 609 00 000 1200 1400 1600
Butanal-Benzol - (1:1) -(7:0 Butano! -
Fig. 7.
An den mit I, TI, TI¥ und IV bezeichneten Stellen sind die 4 Raymond-positiven Substanzen
angereichert.

Einen weiteren niitzlichen Einblick in die Zusammensetzung von
Konzentrat W gab ein Versuch zum fermentativen Abbau. Eine

1) Dieser Versuch wurde unternommen, als vermutet wurde, dass Konzentrat W als
massgebenden Bestandteil Strophanthidin-f-p-glucosid enthielt, da wir als Vergleichs-
substanz und zum Impfen nor tber das Anhydro-acetat?) verfiigten. Er besitzt jedoch
keine Beweiskraft, denn eine Probe krist. Convallatoxin-triacetat gab nach analoger
Behandlung zwar Fraktionen, die sich mit Tetranitromethan gelb farbten, jedoch bisher
auch nicht kristallisierten.

?) K. Reyle, K. Meyer & T. Reichstein, Helv, 33, 1541 (1950).

3) Verteilungschromatographie von herzaktiven Glykosiden mit #hnlichen Systemen
wurde zuerst von 4. Stoll, E. Angliker, F. Barfuss, W. Kussmaul & J. Renz, Helv. 34,
1460 (1951), beschrieben. Hier wurde verfahren wie bei H. Hegediis, Ch. Tamm & T. Reich-
stein, Helv. 36, 357 (1953), beschrieben.

4) Maglicherweise war die eingesetzte Materialmenge zu gering.
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Probe (269 mg) des durch milde saure Hydrolyse vorgereinigten Xon-
zentrats wurde mit Takadiastase!) behandelt, woranf sich 113 mg
Material mit Chloroform ausschiitteln liessen, wihrend 96 mg erst mit
Chloroform-Alkohol (2:1) extrahierbar waren. In den chloroformlés-
lichen Anteilen waren im Papierchromatogramm (Nr. 3 in Fig. 4)
Strophanthidin, Strophanthidol sowie ein dritter, nicht identifizier-
barer Stoff mit Raymond-Reagens nachweisbar. Die Chromatographie
dieses Materials gab 23 mg (12 9, der Theorie auf Strophanthidin-8-p-
glucosid berechnet) krist. Strophanthidin. Die Mutterlauge und die
wichtigsten Nebenfraktionen (zusammen 84,4 mg) wurden mit Rea-
gens T von Girard & Sandulesco getrennt, wobei 16,2 mg aldehydfreie
Anteile und 31,4 mg ,,Aldehyde* resultierten, die aber beide nicht
kristallisierten. Die bisherigen Resultate, insbesondere der fermen-
tative Abbau mit Takadiastase lagsen vermuten, dass Konzentrat W
als einen massgebenden Bestandteil Strophanthidin-g-p-glucosid?)3)
enthielt, denn Takadiastase vermag, soweit bekannt, nur »-Glucose
aus digitaloiden Glykosiden abzuspalten?)?)¢). Nach den von Klyne?)
aufgefundenen Regeln kommen D-Glykoside in der Natur fast stets in
der g-Form vor. Strophanthidin- 8-D-glucosid und sein Tetracetat sind
von Ukle & Elderfield?) teilsynthetisch hergestellt und beide in Kri-
stallen erhalten worden. Bei der Nacharbeitung dieser Versuche gelang
es Reyle, Meyer & Reichstein8) leider nicht, diese Kristalle wieder zu
erhalten, so dass kein Vergleichs- und Impfmaterial zur Verfiigung
stand?).

Schliesslich wurden auch noch die nach fermentativer Spaltung
erhaltenen Chloroform-Alkohol-(2:1)-Extrakte GGS und GGSH orien-
tierend gepriift. ¥ine Probe (1,17 g) des Extraktes GGS wurde zu-
nichst an Mg-Silikat chromatographisch in 20 Fraktionen zerlegt,
wobei sich nur spirliche Kristallmengen erhalten liessen; doch trat
eine deutliche Materialanhdufung in frithen Fraktionen (4—7) ein.
Eine Probe dieser Konzentrate wurde acetyliert, worauf im Papier-
chromatogramm (Nrt. 7 in Fig. 5) mindestens 3 Raymond-positive Sub-

1) Zur Verwendung gelangte ein von der Schweizerischen Ferment A@G., Basel,
freundlichst zur Verfiigung gestelltes Praparat, wofiir auch hier bestens gedankt sei.

2) F.C.Uhle & R.C.Elderfield, J. Organ. Chem. 8, 162 (1943).

8) Obgleich wir diesen Stoff nie rein in Handen hatten, lisst sich leicht abschatzen,
dass er sich aus Wasser nicht mit Chloroform ausschiitteln lasst, wohl aber mit Chloroform-
Alkohol-{9:1)- und -(2:1)-Gemischen.

4y R. T'schesche, K. Sellhorn & K. H. Brathge, B. 84, 576 (1951).

5) 4. Stoll, J. Renz & A. Brack, Helv. 34, 397 (1951), konnten Scillirosid mit dem
aus dem Mycel von Aspergillus oryzae gewonnenen Fermentgemisch spalten.

8) H. Huber, F. Blindenbacher, K. Mohr, P, Speiser & T. Reichstein, Helv. 34, 68
(1951). Vergl. auch J. C. Hess, A. Hunger & T. Reichstein, Helv. 25, 2202 (1952).

) W. Klyne, Proc. Biochem. Soc. 288th Meet., Biochem. J. 47, xli (1950).

8) K. Reyle, K. Meyer & T'. Reichstein, Helv. 33, 1541 (1950).

%) Leider besass auch Herr Prof. R. C. Elderfield keine Proben dieser zwei Stoffe mehr.
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stanzen nachgewiesen werden konnten. Die priparative Chromato-
graphie dieses Acetatgemisches an Al,O; gab aber nur spdrliche Men-
gen von Kristallen. Eine Probe Extrakt GGSH wurde durch milde
Hydrolyse vorgereinigt und anschliessend acetyliert. Im Papierchro-
matogramm (Nr. 6 in Fig. 5) waren mit Raymond-Reagens vier Stoffe
nachweisbar. Eine weitere Probe Extrakt GGSH wurde mit Taka-
diastase behandelt, wobei jedoch nur Spuren chloroformléslicher Sub-
stanzen erhalten wurden.

In Tab. 4 ist der Gang der wichtigsten priparativen Trennungen
schematisch zusammengestellt.

Tabelle 4.

Schema der praparativen Trennungen.

3,95 kg Holz extrahiert und fraktioniert ausgeschiittelt gaben'):

4// \
10,27 g (0,26%) 17,48 g (0,44%) ‘ 46,22 g (1,179%)
Atherextrakt D Chloroformextrakt E l Chf.-Alk.-(2:1)-Extr. G
gab nach Chromatogr. ca. gab nach Chromatogr. ca. wurde mit Strophantho-
1,7 g Strophanthidin 535 mg Subst. E. Sche. 12 biase fermentiert, dann

87 ,, Subst. E. Sche. 16 fraktioniert ausgeschiittelt

4,53 g Strophanthidin
130 mg Strophanthidol // l

¢ /

10 g Chloroform- 23,8 g Chf.-Alk.-(9:1)- | 7,73 g Chf.-Alk.-(2:1)-
Extrakte GESH etc. Extrakte GFSH ete. l Extrakte GGSH
gab nach Chromatogr. ca. gab nach Chromatogr. ca. gab nur Spuren
1,24 g Strophanthidin, 880 mg Nigrescigenin, von Kristallen
wenig Strophanthidol 58 ,, Subst. E. Sche. 17,

665 ,, Kristallgemisch,
6,1g amorphes Konzentrat W. Dieses mit Takadiastase
behandelt, gab krist. Strophanthidin (ca. 0,62 g*))

Charakterisierung der isolierten Stoffe.

Strophanthidin und Strophanthidol wurden durch Smp.,
Drehung, Analyse, Mischprobe, Farbreaktionen und Uberfithrung in
die krist. Acetate charakterisiert.

Nigrescigenin. Dieser erst nach fermentativem Abbau erhal-
tene Stoff zeigte Smp. 2382419 bzw. als Hydrat Doppel-Smp.
1621689243 —246° und [«]}} = +24,8° 4- 3° (in Methanol). Die Ana-
lysen passten auf die Formel C,,H,,0,. Der Stoff war methoxylfrei

1) Die Isolierung der Einzelbestandteile wurde jeweils nur mit einem Teil der
Extrakte durchgefiihrt. Die im Schema angegebenen Ausbeuten sind auf die ganze Menge
umgerechnet.

2) Auf die ganzen 6,1 g Konzentrat W umgerechnet.
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und zuckerfrei. Bei der Hydrierung in Eisessig wurden zwei Mol Was-
serstoff verbraucht. Das UV.-Absorptionsspektrum (vgl. Kurve XI
in Fig. 8) zeigte neben dem hohen Maximum bei 217 my noch ein
zweites bei ca. 295 mu (log ¢ = 1,95), das auf eine Carbonylgruppe
deutet. Herr Dr. Chen war so freundlich, Nigrescigenin an der Katze
zu priifen?). Er fand als geometrisches Mittel der letalen Dosis bei intra-
venoser Infusion an 15 Tieren den Wert von 0,2293 4 0,02315 mg/kg.
Es handelt sich somit um ein relativ stark herzwirksames Aglykon.
Nigrescigenin gab ein krist. Acetat, dessen Analyse am besten auf
die Formel eines Diacetats Cy,H,,0, passte. Auch das Benzoat kri-
stallisierte, die Analyse passte auf die Formel C,,H,,O, eines Diben-
zoats. Das Acetat lieferte mit CrO, etwa 409, neutrale Anteile, die
teilweise kristallisierten, aber vom Ausgangsmaterial verschieden waren
und etwa 609, amorphe Siure, deren Methylester bisher auch nicht
kristallisierte. Beim Kochen von Nigrescigenin mit Hydroxylamin-
acetat trat Umsetzung ein, doch gelang es nicht, ein krist. Oxim zu
erhalten.

Substanz E. Sche. 12. Dieser Stoff zeigte Smp. 232 —234° oder
als Hydrat Doppel-Smp. 1909/230-234°; [«]}? = +29,8° + 3° (in
Chloroform). Die Analysen passten am besten auf die Formel
Cy5H,,04; auch die Hohe des stirksten Maximums bei ca. 216 mu im
UV.-Absorptionsspektrum (vgl. Kurve XII in Fig. 8) wire mit dieser
Formel gut vereinbar. Lediglich das Resultat der Acetylbestimmung
(gef. 22,279 CHZ,CO—) passt nicht dazu, doch geben Acetylbestim-
mungen nicht immer brauchbare Werte. Moglicherweise ist in der
Molekel auch eine Gruppierung enthalten, die unter den Bedingungen
der Acetylbestimmung andere fliichtige Siduren (CO,, HCOOH) liefert.
Im UV.-Spektrum ist neben dem normalen Maximum bei 216 mx noch
eine Inflexion bei ca. 276 mu (log ¢ = ca. 2,08) sowie ein Maximum
bei ca. 325 myu (log ¢ = 1,9) sichtbar. Die Substanz war zuckerfrei und
gab mit Tetranitromethan keine Gelbfirbung. Bemerkenswerterweise
wurde sie beim Acetylierungsversuech mit Pyridin-Acetanhydrid bei
20° nicht verindert, enthielt somit keine leicht acetylierbare freie
HO-Gruppe. Wir glauben daher, dass es sich um ein Acetat handelt.
Mit CrO; gab die Substanz ein Gemisch von ca. 40 %, neutralen und
ca. 609, sauren Anteilen. Letztere kristallisierten weitgehend. Die
krist. Séure (Smp. 214°) gab mit Diazomethan einen krist. Methylester
(Smp. 245 [«]i? = +46,8° 4 3° (in Chloroform)), dessen Analyse
auf die Formel C,cH,,04 passte. Dieses Verhalten wiirde dafiir spre-
chen, dass Subst. E. Sche. 12 eine Aldehydgruppe enthilt. Im UV.-
Spektrum von Subst. E. Sche. 12 ist aber in der Gegend von 308 myu
kein Maximum sichtbar. Immerhin wire es moglich, dass es durch die

1) Wir danken Herrn Dr. K. K. Chen, Indianapolis, auch hier fiir die Uberlassung
seiner Resultate.
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Fig. 8.
Ultraviolett-Absorptionsspektrum in Alkohol?)

Kurve IX = Strophanthidin aus P. nigrescens. Maximum bei 217 my; log ¢ =
4,21, Inflexion bei 305 myu; log ¢ = 1,564; berechnet auf C,3H;,0, (404,49).

Kurve XI = Nigrescigenin. Maxima bei 217 mu; log ¢ = 4,21 und bei 295 mu;
log & = 1,95; berechnet auf CyH3,0, (420,49).

Kurve XII = Subst. E. Sche. 12. Maximum bei 216 my; log ¢ == 4,21. Inflexion bei
ca. 275 mu; log & = 2,08, sowie weiteres Maximum bei 325 mu; log ¢ = 1,90; ber. auf
CosH;3, 05 (462,53).

Kurve XVI = Subst. E. Sche.16. Maxima bei 216 my; log e = 4,21 und bei
300 my; log ¢ = 1,48; ber. auf C,;H,,0, (446,52).

Kurve XVII = Subst. E. Sche. 17. Maximum bei 217 mpy; log ¢ = 4,24. Inflexion
bei 275 mpy; log ¢ = 1,98; ber. auf C,yH,,0,; (566,63).

Kurve W = Amorphes Konzentrat W. Maximum bei 278 mu; log ¢ = 3,25; ber.
auf CyH,,0,, (566,63). Starke Endabsorption.

1) Aufgenommen von Herrn Dr. P. Zoller, Organ.-chem. Anstalt der Universitit
Basel, mit einem Beckman- Quartz-Spectrophotometer Modell DU.
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bei 325 myu etwas stdrker absorbierende Gruppierung (oder Verun-
reinigung ¢) verdeckt wird.

Substanz E. Sche. 16. Dieser, in relativ geringer Menge erhal-
tene Stoff zeigte Smp. 236 —239° und [«]}Y = +54,8° + 3¢ (in Chloro-
form). Die Analysen passten am [besten auf die Formel C,;H;,0, oder
Cy,H;,04. Auch dieser Stoff war methoxylfrei, zuckerfrei und liess
sich mit Pyridin-Acetanhydrid bei 20° nicht acetylieren. Das UYV.-
Absorptionsspektrum (vgl. Kurve XVI, berechnet auf C,;H,,0, =
446,52) zeigte neben dem normalen Maximum bei ca. 216 mu noch
ein zweites bei ca. 300 my (log ¢ = 1,48), das auf eine Carbonylgruppe
deutet. Der Stoff zeigte in vielen Eigenschaften grosse Ahnlichkeit mit
Strophanthidin-acetat. Moglicherweise ist er mit diesem isomer. Eine
Identitit konnte dagegen mit Sicherheit durch die Mischprobe und
durch die verschiedene Laufgeschwindigkeit im Papierchromatogramm
(vgl. Nt. 11 und 12 in Fig. 2) ausgeschlossen werden. Auch die spez.
Drehung war merklich verschieden.

Substanz E. Sche. 17. Dieser Stoff wurde erst nach fermenta-
tivem Abbau in sehr geringer Menge erhalten. Er zeigte Smp. 225 -233°
(Zers.) und [«]}? = —19,7° 4 3° (in Wasser). Er war methoxylfrei,
enthielt jedoch Zucker. Die Analyse passte auf die Formel C,gH,,0,,.
Das hohe Maximum bei 217 mg im UV.-Absorptionsspektrum (vgl
Kurve XVII in Fig. 8) wire mit einer solchen gut vertriglich. Daneben
ist noch eine deutliche Inflexion sichtbar, die von einem teilweise
iiberlagerten Maximum bei ca. 275 mu (log £ = ca. 1,98) herriihren
kénnte, sowie eine weitere schwache Inflexion bei ca. 300 —-310 mu.
Das Acetat dieses Stoffes kristallisierte bisher nicht. Beim Versuch,
Substanz E. Sche. 17 mit Takadiastase abzubauen, blieb sie unver-
andert.

Diskussion der Ergebnisse.

Auffallend ist, dass bereits die unfermentierten Extrakte!) erheb-
liche Mengen freier Aglykone, insbesondere Strophanthidin und etwas
Aglykonacetate enthielten. Die Hauptmenge der digitaloiden Derivate
stellen aber trotzdem die eigentlichen Glykoside dar, die als kompli-
ziertes Gemisch wasserloslicher Stoffe vorlagen. Obgleich es bisher
nicht gelungen ist, einheitliche krist. Bestandteile daraus zu isolieren
(ausser Spuren der Substanz E. Sche. 17), erlauben insbesondere die
Abbauresultate mit Fermenten einige begriindete Vermutungen auf-

1) Es ist natiirlich moglich, dass schon wihrend der Extraktion des Materials mit
Wasser ein gewisser fermentativer Abbau eingetreten ist, obwohl es vorher lingere Zeit
unter Alkohol aufbewahrt wurde, welcher die Hydrolyse verhindert. Iis ist bekannt, dass
Periploca graeca glykosidspaltende Enzyme enthilt?)®). Daher ist das Vorhandensein
von solchen auch in P. nigrescens naheliegend.

2) Th. Solacolu & G. Hermann, C. . Soc. biol. 117, 1138 (1934).

3) A. Stoll & J. Renz, Helv. 22, 1193 (1939).
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zustellen. Vom Schneckenferment?) sowie der Takadiastase?) und dem
verwandten Luizym3) ist bekannt, dass sie einige digitaloide Glykoside
bis zur Aglykonstufe abzubauen vermégen, vorausgesetzt, dass diese
als Zucker ausschliesslich D-Glucose enthaltent). Fiir Strophantho-
biase ist ein dhnlicher Abbau bis zur Aglykonstufe unseres Wissens
nie beschrieben worden. Es ist aber sehr wohl moglich, dass dieses
Ferment in geeigneten Fillen einen solchen Abbau wohl zu erreichen
gestattet, und dass es speziell Strophanthidin-8-p-glucosid und 4hnlich
gebaute Stoffe zu spalten vermag. Eine Kontrolle war leider nicht
durchfithrbar, da uns dieses Glykosid in reiner Form nicht zuginglich
war.

Das durch fraktioniertes Ausschiitteln vorgereinigte Glykosid-
gemisch (Chloroform-Alkohol-2:1-Extrakt G) war nach Papierchro-
matographie und nach der Art der Vorreinigung praktisch frei von
Strophanthidin. Nach der Fermentierung mit Strophanthobiase gab
es aber merkliche Mengen davon, ausserdem noch Nigrescigenin®) und
etwas Strophanthidol. Ebenso gab das Konzentrat W nach Fermen-
tierung mit Takadiastase eine merkliche Menge (ca. 12 9, der Theorie)
krist. Strophanthidin. Wir glauben daher, dass das urspriingliche
Glykosidgemisch unter anderem die D-Glucoside von Strophanthidin,
Strophanthidol und Nigrescigenin enthielt. Auch Derivate mit 2 Mol
D-Glucose wiren moglich. Diglucoside von so sauerstoffreichen Agly-
konen wie Strophanthidin und Nigrescigenin sollten aber sehr wasser-
loslich sein und sich mit Chloroform-Alkohol-(2:1)-Gemischen nur sehr
schwer, mit Chloroform-Alkohol-(9:1)-Gemischen gar nicht mehr aus
Wasser ausschiitteln lassen. Im Konzentrat W kann als fermentativ
spaltbares Strophanthidinderivat daher nur das Monoglucosid ent-
halten gewesen sein. Eine definitive Abklirung wird erst nach pripa-
rativer Isolierung der Glykoside in reiner Form moglich sein. Wie
gezeigt wurde, ist die Verteilungschromatographie dafiir geeignet.

Fiir diese Arbeit standen uns Mittel aus den Arbeitsbeschaffungskrediten des Bundes
zur Verfiigung, wofiir auch hier bestens gedankt sei.

1) M.G. Tanret, C.r. 198, 1637 (1934); M. Frérejacque, C.r. 225, 695 (1947); 226,
835 (1948); H. Huber, F. Blindenbacher, K. Mohr, P. Speiser & T. Reichstein, Helv. 34,
46 (1951).

2) A. Stoll, J. Renz & A. Brack, Helv. 34, 397 (1951), beniitzten ein selbst bereitetes
Priaparat aus Aspergillus oryzae; vergl. auch die Spaltung von ,,Xysmalobin® im
exper. Teil dieser Arbeit; M. Frérejaque & V. Hasenjratz, C.r. 226, 268 (1948), haben
Takadiastase erfolgreich zur Spaltung von Tanghinosid beniitzt, das damit allerdings nur
bis zur Monoglykosidstufe abgebaut wird.

3) R. T'schesche, K, Sellhorn & K. H. Brathge, B. 84, 576 (1951).

4) Erfolg und Ausmass der Spaltung scheint aber auch vom Aglykon etwas abhingig
zu sein.

5) Beim Nigrescigenin ist es nicht vollig sicher, dass dieser Stoff im Extrakt G abwe-
send war, da er sich mit reinem Chloroform aus Wasser kaum ausschiitteln lasst.
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Experimenteller Teil.

Alle Smp. sind auf dem Kofler-Block bestimmt und korrigiert. Fehlergrenze bei hier
benfitzter Ausfiihrung bis 200° etwa + 2°, dariiber etwa -+ 3°. Substanzproben zur Dre-
hung wurden 1 Std. bei 0,01 Torr und 60° getrocknet, zur Analyse, sofern nichts anderes
angegeben, 5 Std. bei 0,01 Torr und 100° mit Einwage im Schweinchen. Ubliche Aufarbei-
tung bedeutet: Eindampfen im Vakuum, Aufnehmen in Ather, Chloroform oder Chloro-
form-Ather (1:3), Waschen mit 2-n. HCI (bei CrO,-Oxydationen mit 2-n. H,S0,), 2-n.
Sodalésung und Wasser, Trocknen iiber Na,80, und Eindampfen bei 35--40° (Vakuum).
Al,0O, zur Chromatographie wurde ohne Anwendung von Sdure von Alkali befreit!), und
bei 180—190° reaktiviert. ,,Silikatgemisch* ist das nach Dobriner, Lieberman & Rhoads?)
bereitete Gemisch von Mg-Silikat mit gewaschener Kieselgur (2:1 Gewichtsteile). Aus-
fiithrung der Papierchromatographien nach Schindler & Reichstein3) sowie Schenker, Hunger
& Reichstein®). Raymond-Reaktion®), Legal-Reaktion®), Zuckernachweis?) und Keller-
Kiliani-Reaktion®) wurden nach fritheren Angaben ausgefiihrt.

Vorbereitung des Pflanzenmaterials.

Insgesamt lagen 16,55 kg 1—2 cm dicke Zweige vor, die 3 Tage nach dem Sammeln
(19. 2. 50) in Basel ankamen. Sie zeigten keinerlei Faulnis- oder Zersetzungserscheinungen
und wurden sofort wie folgt vorbereitet: Die dunkelbraune Rinde wurde sorgfaltig abge-
schalt bzw. abgeschabt, Holz (3,95 kg) und Rinde (12,6 kg) getrennt in Flaschen abgefiillt,
mit 95-proz. Alkohol bedeckt und bis zur Verarbeitung verschlossen im Dunkeln bei
15—200 stehengelassen. '

Untersuchung der Rinde (0,32 kg).

Nach 20tiagigem Stehen wurde der Alkohol abgegossen und die Rinde ausgepresst.
Dann wurden die ca. 5—10 c¢m langen Rindenstiicke portionsweise mit insgesamt 2 Litern
Wasser im Turmix zerkleinert, der Brei mit 10 cm?® Toluol vermischt und 3 Tage verschlos-
sen bei 20° stehengelassen. Hierauf wurde mit 2 Litern 95-proz. Alkohol vermischt und
durch eine Schicht gewaschener Kieselgur?) scharf abgenutscht und mit 50-proz. Alkohol
nachgewaschen. Das verbliebene Material wurde nun nochmals mit 2,5 Litern 50-proz.
Alkohol im Turmix zerkleinert, der Brei einen Tag verschlossen bei 20° stehengelassen
und abgenutscht. Das Rindenmaterial wurde noch viermal mit je 1,6 Litern 50-proz.
Alkohol je einen Tag stehengelassen und abgenutscht und zum Schluss noch einmal mit
1,5 Litern 70-proz. Alkohol bei 50° ca. 1 Std. extrahiert. Eine Probe des letzten Extrakts
zeigte nach Entfernung des Alkohols im Vakuum keinen bitteren Geschmack mehr. Auch
das verbliebene Rindenpulver war nicht mehr bitter und wurde verworfen.

Die vereinigten Extrakte (ca. 15 Liter) wurden im Vakuum bei 40° auf 200 cm?
eingeengt. Das Konzentrat wurde mit 200 cm? 95-proz. Alkohol und dem frisch aus 400 g
Bleiacetat-trihydrat mit der berechneten Menge verd. NaOH gefallten und grob gewaschenen

1y J.v. Buw, A. Lardon & T. Reichstein, Helv. 27, 1292, Fussnote 2 (1944).

2) K. Dobriner, S. Lieberman & C. P. Rhoads, J. Biol. Chem. 172, 241 (1948).

3) 0. Schindler & T. Reichstein, Helv. 34, 108 (1951), mit der von H. Hegediis,
Ch. Tamm & T. Reichstein, Helv. 36, 364 (1953), angegebenen Abanderung zum Impré-
gnieren der Streifen.

4 E. Schenker, A. Hunger & T. Reichstein, Helv. 37, 680 (1954).

) W. D. Raymond, Analyst 63, 478 (1938); 64, 113 (1939); Ausfithrung nach 3).

8y W. A. Jacobs & A. Hoffmann, J. Biol. Chem. 67, 333 (1926).

7) P. R. 0. Bally, K. Mohr & T. Reichstein, Helv. 34, 1740 (1951).

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

®) Verwendet wurde Celite Nt. 545 der Johns Manville Intern. Corporation, New
York, bezogen von der Firma Schreider & Co., Winterthur. Das Material wurde zuerst
mehrmals mit Wasser und Alkohol ausgekocht, wodurch eine merkliche Menge Verun-
reinignngen entfernt wurden. Es wurde in 50-proz. Alkohol aufgeschlemmt auf die Nutsche
gebracht.
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Pb(OH),!) versetzt und 15 Min. energisch geschiittelt. Dann wurde etwas gewaschene
Kieselgur (Hyflo Super Cel) zugegeben und durch eine Schicht desselben Materials abge-
nutscht und mit 50-proz. Alkohol nachgewaschen. Das leicht alkalische, klare Filtrat
wurde mit verd. H,SO, auf pH = 6 gebracht, das ausgefallene Pb8O, durch Filtration
entfernt und die dunkelbraune Losung im Vakuum auf 100 cm? eingeengt. Eine Priifung
auf Alkaloide fiel negativ aus.

Die erhaltene Suspension wurde viermal mit je 300 cm?® Ather, dann fiinfmal mit
je 200 em? Chloroform ausgeschiittelt. Die der Reihe nach (im Gegenstrom) zweimal mit
je 25 cm?® Wasser, einmal mit 25 em® 2-n. Sodalésung und zweimal mit je 25 cm® Wasser
gewaschenen und {iber Na,S0O, getrockneten Ausziige gaben beim Eindampfen 1,053 g
(0,33%,) Atherextrakt (A) als intensiv griines, schwach bitteres Ol und 0,168 g (0,052%)
Chloroformextrakt (B) als dunkelbraunen, bitteren Schaum.

Die wisserige Phase und das erste Waschwasser wurden nun zusammen im Vakuum
auf 100 em3 eingeengt und zwolfmal mit je 150 cm?® Chloroform-Alkohol (2:1) ausgeschiit-
telt. Die wisserige Phase war nicht mehr bitter, Raymond-Reaktion: negativ (verworfen).
Die wie oben gewaschenen und getrockneten Ausziige gaben beim Kindampfen 1,938 g
(0,60%,) Chloroform-Alkohol-(2:1)-Extrakt (C) als dunkelbraunen, bitteren Schaum.

Trennung des Atherextrakts (A).

Die 1,053 g Material wurden an 31 g Al,O; chromatographiert. Fraktion 5 (285 mg,
eluiert mit Benzol-Chloroform (4:1)) gab aus Ather-Methanol 42 mg feine farblose Nadeln,
Smp. 130—134°. Diese gaben bei der Legal-Probe keine Farbung und wurden nicht weiter
untersucht.

Priifung decs Chloroformextrakts (B).

Dic 168 mg Material wurden an 5,1 g Al,O, chromatographisch in 20 Fraktionen

zerlegt. Keine davon gab Kristalle.

Untersuchung des Chloroform-Alkohol-(2:1)-Extrakts (C).

Die 1,938 ¢ Extrakt C wurden in 100 cm® Wasser gelgst, mit 2 g Strophanthobiase-
Praparat (aus Samen von Strophanthus kombé, 1. ¢.) und 3 cm?® Toluol vermischt und
verschlossen 3 Tage bei 37° stehengelassen. Dann wurde im Vakuum bei 40° auf 50 cm?®
eingeengt, mit 300 cm® 95-proz. Alkohol versetzt und durch eine Schicht gewaschene
Kieselgur abgenutscht und gut mit Alkohol nachgewaschen. Das klare Filtrat wurde im
Vakuum auf 50 cm?® eingeengt, zur Entfernung von Alkoholresten nochmals mit 50 cm?®
Wasser versetzt und erneut im Vakuum auf 50 cm?® eingeengt. Dann wurde viermal mit
je 125 cm? Ather, sechsmal mit je 125 cm3 Chloroform und sechsmal mit je 150 ¢m® Chloro-
form-Alkohol (2:1) ausgeschiittelt. Die wie oben gewaschenen und iiher Na,SO, getrock-
neten Ausziige gaben beim Kindampfen 0,673 g (34,8%) Atherextrakt (CA) als braunes,
bitteres Harz, 0,172 g (8,9%) Chloroformextrakt (CB) als braunen, bitteren Schaum und
0,505 g (26%) Chloroform-Alkohol-(2:1)-Extrakt (CC) als braunen, bitteren Schaum.

Der Atherextrakt CA wurde an Al,0, chromatographiert, gab aber keine Kristalle.
Der Chloroformextrakt CB wurde ebenfalls an Al,O, chromatographiert. Die mit Chloro-
form-Methanol (99:1) eluicrten Fraktionen (59 mg) gaben aus Methanol-Ather 9 mg krist.
Strophanthidin, Smyp. 144 —146° (Mischprobe, Farbreaktion, papierchromatogr. Vergleich).

Der Chloroform-Alkohol-(2:1)-Extrakt CC (0,505 g) wurde mit 5 cm® abs. Pyridin
und 3 cm® Acetanhydrid 2 Tage bei 20° stehengelassen. Die iibliche Aufarbeitung gab
0,882 g rohes Acetatgemisch. Dieses wurde an Al,O, chromatographisch in 25 Fraktionen
zerlegt, von denen aber keine kristallisierte.

Untersuchung des entrindeten Holzes (total 3,95 kg).

Die Verarbeitung des Holzes geschah in 3 Anséitzen, prinzipiell gleich wie bei der
Rinde, mit geringen Abweichungen.

Ansatz 1 (0,5 kg Holz). Zur crsten Zerkleinerung diente 1 Liter 95-proz. Alkohol,
zur zweiten 1,7 Liter Wasser, worauf 2 Tage mit 10 cm?® Toluol stehengelassen und nach

1) Das feuchte Pb(OH), wurde zuerst fiir sich mit 50-proz. Alkohol aufgeschlemmt.
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Zusatz von 1,7 Liter Alkohol abgepresst wurde. Es folgte eine Extraktion mit 1,5 Liter
50-proz. Alkohol und eine dritte Zerkleinerung mit 1,8 Litern 75-proz. Alkohol. Dann
wurde noch zweimal mit je 2 Litern 50-proz. Alkohol bei 50° extrahiert. Die vereinigten
Extrakte (12,5 1) wurden wieder auf 200 cm?® eingeengt und nach Zusatz von 200 cm3
Alkohol mit Pb(OH), gereinigt. — Das erhaltene, leicht saure 50-proz. alkohol. Filtrat
(1200 cm?®) wurde dreimal mit je 1,2 Litern Petroldther ausgeschiittelt. Die zweimal mit je
50 cm?® gewaschenen und iiber Na,SO, getrockneten Ausziige gaben 1,13 g (0,23%,) Petrol-
therextrakt (dunkelgriines Ol, verworfen).

Die verbliebene alkoholisch wisserige Phase wurde einmal mit 1,2 Litern Chloroform
und dann noch dreimal mit je 800 cm?® Chloroform-Alkohol (2:1) ausgeschiittelt. Die jetzt
verbliebene wisserige Phase (ca. 550 cm®) wurde zusammen mit dem ersten Waschwasser
auf 150 em3 eingeengt und noch dreimal mit je 300 cm?® Chloroform-Alkohol (2:1) ausge-
schiittelt, worauf sie nicht mehr bitter war und verworfen wurde. Die mit wenig Wasser,
Sodaldsung und Wasser gewaschenen und iiber Na,SO, getrockneten Ausziige gaben nach
dem Eindampfen im Vakuum 6,63 g (1,39%) rohes Glykosidgemisch als dunkelbraunen,
stark bitter schmeckenden Schaum (2,3 K. E./mg, Hatcher-Test).

5,63 g (entspr. 425 g Holz) dieses Extraktes wurden in 400 cm® Wasser geldst und
die erhaltene Suspension zunichst viermal mit je 500 cm® Ather, dann viermal mit je
400 cm? Chloroform und viermal mit je 400 cm?® Chloroform-Alkohol (2:1) ausgeschiittelt.
Die wiisserige Phase und das erste Waschwasser wurden dann zusammen im Vakuum auf
100 cm® eingeengt und nochmals viermal mit je 200 cm? desselben Gemisches ausgeschiit-
telt. Sie war hierauf nicht mehr bitter und wurde verworfen. Die wie bei der Rinde ge-
waschenen und getrockneten Ausziige gaben: 1,47 g (0,35%) Atherextrakt (D) als dunkel-
griines, schwach bitteres 01 (0,52 K.E./mg, Hatcher-Test), 1,21 g (0,28%) Chloroform-
extrakt (E) als braunen, bitteren Schaum (2,8 K. X./mg, Haicher-Test) und 2,91 g (0,68%)
Chloroform-Alkohol-(2:1)-Extrakt (G) als dunkelbraunen, stark bitteren Schaum (4,25
K. E./mg, Hatcher-Test).

Ansatz 2 (1,68 kg Holz). Zuerst mit 4,5 Litern Wasser+ 40 cm?® Toluol 3 Std.
geweicht, durch fiinfmaliges Passieren im Turmix moglichst fein zerkleinert und 3 Tage
stehen lassen. Nach Zusatz von 5 1 Alkohol abgepresst. Dann dreimal je 2 Tage bei 20°
mit je 7 Litern 50-proz. Alkohol und einmal mit 6 Litern 75-proz. Alkohol bei 50° extra-
hiert. Vereinigte Extrakte (ca. 36 Liter) im Vakuum auf 1 Liter eingeengt, mit 1 Liter
Alkohol versetzt und mit Pb(OH), (aus 1,6 kg Ph-Acetat-trihydrat) gereinigt. Mit H,SO,
auf pH = 6 gebracht, filtriert, Filtrat im Vakuum auf 1,3 Liter eingeengt, mit 1,3 Litern
Alkohol versetzt und zweimal mit je 1 Liter Petrolather ausgeschiittelt. Ausziige dreimal
mit je 100 cm?® 50-proz. Alkohol gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und eingedampft,
gaben 1,63 g (0,19,) Petrolatherextrakt (verworfen). Die wisserig-alkoholische Lésung
im Vakuum auf 1,3 Liter eingeengt, viermal mit je 1 Liter Ather ausgeschiittelt. Dann
wurde die wisserige Phase im Vakuum auf 300 em? eingeengt und sechsmal mit je 400 cm3
Chloroform, dann fiinfmal mit je 400 cm® Chloroform-Alkohol (2:1), und nach erneutem
Einengen auf 150 cm? noch achtmal mit je 150 cm?® Chloroform-Alkohol (2:1) ausgeschiit-
telt. Erhalten wurden: 3,24 g (0,19%) Atherextrakt (D); 7,195 g (0,43%) Chloroform-
extrakt (E) und 18,60 g (1,11%,) Chloroform-Alkohol-(2:1)-Extrakt (G).

Ansatz 3 (1,77 kg Holz). Die Verarbeitung geschah wie bei Ansatz 2 und gab'):
1,74 g (0,1%) Petrolatherextrakt, 5,30 g (0,30%) Atherextrakt (D), 8,86 g (0,50%) Chloro-
formextrakt (E) und 24,20 g (1,379%,) Chloroform-Alkohol-(2:1)-Extrakt (G).

Untersuchung des Atherextrakts (D).

Im Papierchromatogramm (Nr. 1 in Fig. 1a und 1b) wurde nur ein Fleck erhalten,
der Strophanthidin entsprach.

1) Geringe Unterschiede in der Ausbeute sind teilweise dadurch bedingt, dass der
abgegossene Alkohol, der bereits einen grossen Teil der Glykoside enthielt, nicht sehr genau
dem verbleibenden Holz zugemessen werden konnte. Die Totalausbeute ans den ganzen
3,95 kg gibt daher ein genaueres Mass.
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3,24 g Extrakt D (aus Ansatz 2) gaben aus Methanol zuerst 0,12 g farblose Nadeln,
Smp. 282--286°. Sie waren nicht bitter, zeigten mit 84-proz. H,SO, sowie bei der Legal-
Probe keine Farbung und wurden nicht weiter untersucht.

Die Mutterlauge gab aus Methanol-Ather 0,323 g rohes Strophanthidin, Smp. 138—
143°. Die restliche Mutterlauge wurde mit 1,07 g {entspr. ca. 300 g Holz) Extrakt D aus
Ansatz 1 vereinigt (zusammen 3,87 g) an ALO; chromatographisch in 34 Fraktionen
getrennt.

Die ersten 16 mit Benzol-Chloroform-Gemischen und reinem Chloroform eluierten
Fraktionen gaben 2,24 g Ol; Raymond-Reaktion negativ.

Die Fraktionen 18—22 (total 678 mg, eluiert mit Chloroform-Methanol (99:1))
gaben aus Methanol-Ather 496 mg rohes Strophanthidin, Smp. 138 —142°. Totalausbeute
819 mg aus ca. 1,98 kg Holz (entspr. 1,63 g auf 3,95 kg).

Die weiteren, mit Chloroform-Methanol und reinem Methanol erhaltenen Fraktionen
gaben nur noch 0,93 g amorphes Material.

Untersuchung des Chloroformextrakts E.
Extrakt E wurde papierchromatographisch in drei Systemen gepriift (Nr. 2 in
Fig. 1a, 1b und 1c). Die beste Trennung gab Formamid-Chloroform, wobei insgesamt
6 Flecke erhalten wurden. Drei davon entsprachen Subst. E. Sche. 12, Strophanthidin und
Strophanthidol, die iibrigen 3 wurden nicht identifiziert.

Tabelle 5.
Trennung von 8,86 g Chf.-Extrakt E an Al,O,.

Frak- Eindampfriickstand
tions- Losungsmittel Gewicht | Habitus Legal-
nummer in mg | bzw. Smp. |Reaktion
1—5 Benzol-Chloroform (2:3) 591 01 —
6 » » (1:9) . . . 64 " -
7 . » 1:9y . .. 178 226 — 2330 +
8 , o (1:9) 169 219 — 2240 +
9 . » 19 . .. 117 amorph +
10 Chloroform . . . . . . . .. 869 amorph +
11 ' e e e e e e o | 1842 138 — 142¢ +
12 .- s e e e e oo .| 1686 138 -- 142¢ +
13 - e e e 927 138 - 142° +
14 . e e e 565 134 - 139° +
15 » e e 277 135-139° +
16 ” e e e 190 136 —140° +
17 Chloroform-Methanol (99:1) . 175 131 —134° +
18 . 5 (99:1) . 462 135 -139°¢ +
19 " »  (99:1). 287 138 - 142° +
20 ’ » (98:2). 163 139 —143° +
21 o s (98:2). 89 129 — 1359 +
22 . »  (953:5). 104 1371419 +
23 N »  (95:5). 63 128 —134° +
24 ye » o {9:1) 71 amorph +
25 . (1:3) 67 +
26 - ,» o (1:1) 41 ’ +
27 " . (1:1) 13 ’s -
28 —~30 | Methanol . . 63 . —
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Aus den Chloroformextrakten E liess sich ein erheblicher Teil des Strophanthiding
direkt kristallisieren. Dieses Kristallisat war nach Papierchromatographie aber nicht rein
und enthielt besonders noch Strophanthidol. Daher wurden die 8,86 g Extrakt E aus An-
satz 3 direkt an 270 g AL,O, chromatographiert. Zum Ablésen jeder Fraktion dienten je
900 cm? der in Tab. 5 genannten Losungsmittel.

Die Fraktion 7 gab aus Methanol-Ather 37 mg Subst. E. Sche. 12 in diinnen Platt-
chen vom Smp. 2322340 (Zers.).

Die Fraktion 8 gab aus Methanol-Ather 39 mg Subst. E. Sche. 16 in feinen, zu
Drusen vereinigten Nadeln vom Smp. 236—-239° (Zers.).

Die Fraktionen 11—21 gaben aus Athylacetat-Ather 2,03 g Strophanthidin vom
Doppel-Smp. 142 —144°/228 —241° (Zers.). Das Material war nach Papierchromatographie
einheitlich.

Die Fraktionen 22—23 gaben aus Aceton-Ather 58 mg Strophanthidol, Smp. 141 —
1439,

Die iibrigen Fraktionen kristallisierten nicht.

Nachdem festgestellt worden war, dass die Substanzen E. Sche. 12 und E. Sche. 16
gich nicht acetylieren lassen, wurden die Mutterlaugen der Fraktionen 7—8 sowie die
amorphen Fraktionen 9—10 vereinigt!) und das Ganze (1257 mg) mit 5 cm® abs. Pyridin
und 6 cm® Acetanhydrid 2 Tage bei 20° stehengelassen. Ubliche Aufarbeitung mit Chloro-
form gab 1228 mg Rohprodukt. Aus Methanol 594 mg feine Korner, Smp. 234—238°.
Diese Kristalle gaben im Papierchromatogramm (Nr. 10 in Fig. 2) neben dem fiir Subst. E.
Sche. 12 charakteristischen Fleck noch einen weiteren mit geringerer Laufgeschwindigkeit.
Sie wurden an ALO, chromatographiert. Die erhaltenen Kristalle (284 mg) waren nach
Papierchromatogramm reiner, aber noch nicht ganz einheitlich. Nochmalige Chromato-
graphie und Umkristallisieren aus Methanol-Ather, dann aus Methanol-Wasser gab 203 mg
reine Subst. E. Sche. 12 in rechteckigen Plattehen, Smp. 231 —235°.

Untersuchung des Chloroform-Alkohol-(2:1)-Extrakts (G).

Orientierende Fermentversuche. Ansatz und Aufarbeitung geschah gleich
wie bei der Rinde beschrieben. Zum Ausschiitteln wurden zwei bis vier verschiedene
Lésungsmittel beniitzt.

Schneckenferment: 2,12 g Extrakt G in 400 cm?® Wasser mit 3 g Schneckenferment-
Trockenpriparat und 3 cm?® Toluol 3 Tage bei 37° stehengelassen. Erhalten wurden 406 mg
Chloroformextrakt als brauner, bitterer Schaum, 178 mg Chloroform-Alkohol-(9:1)-Ex-
trakt als brauner, bitterer Schaum und 1,38 g Chloroform-Alkohol-(2:1)-Extrakt als
brauner, bitterer Schaum.

Der Chloroformextrakt zeigte im Papierchromatogramm neben dem Strophanthidin
auch den Strophanthidolfleck. Aus Methanol-Ather liessen sich 59 mg krist. Strophanthi-
din, Smp. 1401429, isolieren.

Der Chloroform-Alkohol-(9:1)-Extrakt zeigte im Papierchromatogramm (Wasser:
Butanol-Toluol (1:1)) bei einer aufgetragenen Menge von 0,5 mg zwei abgegrenzte, nicht
identifizierte Flecke.

Der Chloroform-Alkohol-(2:1)-Extrakt zeigte im Papierchromatogramm (Butanol-
Wasser) mit 0,3 mg Material einen runden und einen ca. 8 cm langen Fleck.

Enzym aus den Samen von Adenium multiflorum: 590 mg Extrakt G in 400 cm3
Wasgser mit Essigsiure auf pH = 5 gebracht, mit 700 mg Enzympriparat und 1 cm?
Toluol 3 Tage bei 37° stehengelassen. Erhalten wurden 46 mg Chloroformextrakt (papier-
chromatographisch Strophanthidin nachgewiesen) sowie 504 mg Chloroform-Alkohol-
(2:1)-Extrakt. Letzterer gab im Papierchromatogramm (Wasser: Butanol) einen ca. 9 cm
langen Fleck.

1) In allen diesen Anteilen war nach Papierchromatogramm Subst. E. Sche. 12
enthalten.

65
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Luizym: 472 mg Extrakt G in 400 cm?® Wasser mit 1,5 g Luizym, 5 ¢cm? Toluol und
Essigsiure auf pH = 5 versetzt, 3 Tage bei 37° stehengelassen. Erhalten wurden 118 mg
Chloroformextrakt und 309 mg Chloroform-Alkohol-(2:1)-Extrakt.

Ersterer gab mit 0,3 mg Substanz im Papierchromatogramm (Formamid-Chloro-
form) neben Strophanthidin noch zwei nicht identifizierte Flecke.

Der Chloroform-Alkohol-(2:1)-Extrakt gab mit 0,3 mg Substanz im Papierchromato-
gramm einen 6,5 cm langen Fleck.

Strophanthobiase: 548 g Extrakt G (entspr. ca. 468 g Holz) in 900 cm® Wasser auf-
genommen, die triibe Suspension mit 5 g Strophanthobiase-Priparat (aus Samen von
Strophanthus kombé, 1. ¢.) und 5 cm?® Toluol versetzt und 3 Tage bei 37° stehen-
‘gelassen, ergab:

0,345 g Atherextrakt GDS,

1,155 g Chloroformextrakt GES,

1,815 g Chloroform-Alkohol-(9:1)-Extrakt GFS,

2,005 g Chloroform-Alkohol-(2:1)-Extrakt GGS.

Uber die Resultate der biolog. Priifung dieser vier Extrakte siche theoret. Teil.

Im Extrakt GDS war im Papierchromatogramm (Formamid:Chloroform) nur ein
schwacher Fleck erkennbar, der Strophanthidin entsprach. Auns 0,245 g dieses Extraktes
konnten aus Aceton-Ather 17 mg krist. Strophanthidin erhalten werden. Der Chloroform-
extrakt GES zeigte im Papierchromatogramm in 3 Systemen (Formamid: Chloroform-
Benzol (5:7); Formamid: Chloroform und Wasser: Butanol-Toluol (1:1)) mit einer
Substanzmenge von 0,5 mg insgesamt 5 Flecke, zwei davon entsprachen Strophanthidin
und Strophanthidol. 1,062 g Extrakt GES (entspr. ca. 430 g Holz) wurden an 33 g AL,O,
chromatographiert, wobei 132 mg reines Strophanthidin erhalten wurden.

Der Chloroform-Alkohol-(9:1)-Extrakt GFS zeigte im Papierchromatogramm in
2 Systemen (Wasser: Butanol-Toluol (1:1) und Wasser: Butanol} mit 0,1—0,5 mg Sub-
stanz keine abgegrenzten Flecke, sondern nur eine langgezogene Zone. 1,706 g dieses
Materials (entspr. ca. 440 g Holz) wurde an 51 g Al,O, chromatographiert, worauf sich
57 mg Nigrescigenin sowie 77 mg eines Kristallgemisches isolieren liessen.

Der Chloroform-Alkohol-(2:1)-Extrakt GGS zeigte im Papierchromatogramm (Was-
ger: Butanol) mit 0,3—0,5 mg Substanz keine abgegrenzte Flecke. 1,170 g Material wurden
an 30 g ,,Silikatgemisch** chromatographiert.

Die Fraktionen 13 (eluiert mit Chloroform-Methanol) gaben 288 mg braunes 01,
Raymond-Reaktion negativ.

Die Fraktionen 4 und 5 (eluiert mit Chloroform-Methanol) gaben 449 mg amorphes
Material, Raymond-Reaktion positiv.

Die Fraktionen 6 und 7 (zusammen 238 mg, eluiert mit Chloroform-Methanol (4:1))
gaben aus Methanol-Ather 14 mg feine Nadeln neben kleinen Kérnern, Smp. 245 —2499,
die nicht weiter untersucht wurden. Raymond-Reaktion positiv.

Die Fraktionen 8--20 (eluiert mit Chloroform-Methanol und reinem Methanol)
gaben zusammen 212 mg amorphes Material, Raymond-Reaktion positiv.

Die Fraktionen 4 und 5 sowie die Mutterlaugen der Fraktionen 6 und 7 wurden
vereinigt (zusammen 617 mg). 101 mg dieser Mischung wurden mit 1 ém? abs. Pyridin und
0,3 cm® Acetanhydrid 2 Tage bei 20° stehengelassen. Di¢ iibliche Aufarbeitung gab 126 mg
rohes Acetat. Im Papierchromatogramm (Formamid: Benzol-Chloroform (5:7)) wurden
mit 0,1 mg Substanz mindestens 3 verschiedene Flecke erhalten!). Der Rest des nicht
acetylierten Gemisches (516 mg) wurde nochmals an 15,5 g AlLO, chromatographiert.
Zwei Fraktionen (zusammen 80 mg, eluiert mit Chloroform-Methanol (4:1)) gaben aus-
Methanol-Ather wenig farblose Kérner, Smp, 210—242°, Legal-Reaktion positiv; Keller-
Kiliani-Reaktion negativ; Farbreaktion mit 84-proz. H,SO,: gelb, schokoladebraun
(1—60 Min.}), olivgriin’(2 Std.).

1) Zum Entwickeln der Papierchromatogramme empfiehlt sich bei Glykosid- und
Aglykon-acetaten die Anwendung einer 10-proz. dtherischen Lésung von m-Dinitrobenzol.
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Hauptversuch mit Strophanthobiase. 37,0 g Extrakt G in 1,2 Litern Wasser
mit Essigsiure auf pH == 5 gebracht, die triibe Emulsion mit 14 g frisch bereitetem
Strophanthobiase-Priparat und 15 cm® Toluol vermischt, 4 Tage unter 6fterem Um-
schwenken bei 37¢ stehengelassen. Im Vakuum bei 35% auf 400 cm? eingeengt, auf 0° abge-
kiihlt und in 2,5 Litern stark vorgekiihlten (festes CO,) Alkohol eingegossen. Etwas festes
CO, zugegeben, bei —10° abfiltriert und Niederschlag (regeneriertes Enzym) mit Alkohol
und Ather bei — 10? gewaschen und sofort im Vakuum getrocknet. Filtrat im Vakuum voll-
stindig von Alkohol befreit und zuerst sechsmal mit je 500 cm?® Chloroform, dann sechsmal
mit je 500 cm?® Chloroform-Alkohol (9:1) ausgeschiittelt. Die wie iiblich gewaschenen und
getrockneten Ausziige gaben 4,87 g Chloroformextrakt GESH und 15,99 g Chloroform-
Alkohol-(9:1)-Extrakt GFSH.

Die wisserige Phase wurde im Vakuum von Resten organischer Lésungsmittel
befreit, mit Wasser etwas verdiinnt und nach Zusatz des in 400 cm® Wasser geltsten
regenerierten Enzyms wieder fermentiert. Aufarbeitung wie oben gab 1,60 g Chloroform-
extrakt GESHNI und 2,05 g Chloroform-Alkohol-(9:1)-Extrakt GFSHN1. Regenerierung
des Enzyms und Nachbehandlung der wisserigen Phase wurden noch zweimal wiederholt,
wobei noch

1,35 g Chloroformextrakt GESHN2

und 0,17 g Chloroformextrakt GESHN3
sowie 0,75 g Chloroform-Alkohol-(9:1)-Extrakt GFSHN2
und 0,25 g Chloroform-Alkohol-(9:1)-Extrakt GFSHN3

erhalten wurden.

Die zuletzt verbliebene wisserige Phase wurde noch zehnmal mit je 500 cm? Chloro-
form-Alkohol (2:1) ausgeschiittelt. Nach Waschen und Trocknen resultierten 6,18 g
Chloroform-Alkohol-(2:1)-Extrakt GGSH. Die nunmehr verbliebene wisserige Phase
wurde im Vakuum auf 250 cm? eingeengt, mit festem Na,SO, halb gesittigt und nochmals
zehnmal mit je 300 cm® Chloroform-Alkohol (2:1) ausgeschiittelt. Erhalten wurden
2,35 g Extrakt, der aber keine Farbung bei der Legal-Reaktion liefertc und verworfen
wurde.

Die Chloroformextrakte GESH und GESHNI1 wurden praparativ nicht untersucht.
Nach Papierchromatographie (mit 0,3 mg Substanz) enthielten sie hauptsichlich Strophan-
thidin, daneben Strophanthidol und 3—4 weitere, mit Raymond-Reagens positiv reagie-
rende Stoffe. (Aus dem analogen Extrakt GES konnte priparativ bisher nur Strophan-
thidin isoliert werden).

Die 1,35 g Chloroformextrakt GESHN2 gaben aus Methanol-Ather 48 mg krist.
Strophanthidin (nach Papierchromatogramm frei von Strophanthidol).

Die 0,17 g Chloroformextrakt GESHN3 gaben aus Methanol-Ather 38 mg rohes
Strophanthidol (Smp. 134 —138°), das nach zweimaligem Umkristallisieren aus Aceton-
Ather 27 mg reines Strophanthidol, Smp. 137 —1410, lieferte (charakterisiert als Acetat).

Trennung der Chloroform-Alkohol-(9:1)-Extrakte GFSH, GFSHN1-3.
Die obigen Chloroform-Alkohol-(9:1)-Extrakte GFSH, GFSHN1—-3 aus Strophantho-
biase-Spaltung (zusammen 19,04 g) wurden mit den Mutterlaugen der Fraktionen Nr. 8,
9, 12—14 und den amorphen Fraktionen Nr. 10—11, 15—25 aus der Chromatographie
von Extrakt GFS (zusammen 0,85 g) vereinigt und das Ganze (19,89 g) an 600 g ALO,
chromatographiert. Zum Nachwaschen dienten fiir jede Fraktion je 2 Liter Losungsmittel
(vgl. Tab. 6, Seite 1028).

Die Fraktionen 10—13 (total 1,82 g) gaben aus Methanol-Ather, dann aus Methanol-
Wasser 658 mg Nigrescigenin vom Doppel-Smp. 164—168°/244 —247°, Durch nochmalige
Chromatographie der Mutterlaugen konnten weitere 53 mg Nigrescigenin isoliert werden.
Totalausbeute aus 1,706 g Extrakt GFS (entspr: ca. 400 g Holz) und 19,04 g Extrakte
GFSH und GFSHN1-—3 (entspr. ca. 3,18 kg Holz) 768 mg (0,0215%).

Fraktion 17 gab aus Methanol-Ather 79 mg rohe Subst. E. Sche. 17 in Nadeln,
Smp. 2232299, die aber nach Papierchromatogramm (Wasser: Butanol-Toluol (1:1))
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nicht einheitlich waren, und aus der Mutterlauge noch 77 mg weniger reine Kristalle. Noch-
malige Chromatographie der vereinigten Rohkristalle (156 mg) gab aus Methanol-Ather
48 g reine Subst. E. Sche. 17 in zu Drusen vereinigten feinen Nadeln, Smp. 225—233°
(Zers.). Nach Papierchromatogramm im System Wasser: Butanol-Toluol (1:1) einheitlich.

HELVETICA CHIMICA ACTA.

Tabelle 6.

Trennung von 19,89 g der Extrakte GFSH und GFSH 1-—3 an ALO,
Frak- Eindampfriickstand
tions- Losungsmittel Gewicht | Habitus Raymond-

nummer inmg | bzw. Smp. Reaktion
1 Benzol-Chloroform (1:4) 31 01 -
2 . . (1:4) 34 . -
3 Chloroform . . . . . . . .. 29 » -
4 b e e e e e e 18 ” -
5 by e e e e e e 22 . -
6 Chloroform-Methanol (99:1) . . 26 " -
7 » »o (99:1) . . 44 . _
8 , . (97:3). . 69 " X
9 " 5 (97:3). . 138 ’ +
10 . o (97:3). . 241 157 - 262¢ | +
11 " o (97:3). . 860 231 —-234° | 4+
12 . s (97:3). . 375 236—2470 | +
13 v »  (97:3) . . 348 231-234° | +
14 " ,  (95:5) 292 amorph +
15 . . (95:5) 105 +
16 . . (9:1) 142 ., N
17 ” » (9:1) 420 204 - 210° | +
18 » 5 (9:1) 172 amorph +
19 ' . (9:1) 386 202 - 211° | +
20 u 5, (4:1) 618 200-213° | +
21 » ,  (4:1) 458 198 2040 | +
22 . »  (4:1) 281 198 -217° | +
23 ’ »  (3:2) 1446 247-250° | +
24 ' »  (3:2) 1716 amorph + l Konzen-
25 " » o (3:2) 1297 i +l trat W
26 " . (3:2) 514 . +
27 . . (3:2) 365 . +
28 . . (2:3) 202 . +
29 ’ . (2:3) 410 . +
30 Methanol . . . . . . . . .. 348 N +
31 b e e e e e e 402 " +
32 by e e e e e e e e e 146 ’ +
33 Chloroform-Methanol (1:1)
+2% Fisessig . . . . . . . 2454 . —
34 Chloroform-Methanol (1:1)
+59% Fisessig . . . . . . . 729 . —
35 Chloroform-Methanol (1:1)
+59% Hisessig . . . . . . . 780 1 —-
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Die Fraktionen 19—22 (zusammen 1,74 g) gaben 554 mg Kristallgemische (feine
Nadeln und kleine Korner, Smp. 202—2179). Nach Papierchromatogramm waren beide
Formen ungefihr gleichartige Gemische. Eine saubere Trennung gelang bisher nicht.
Raymond-Reaktion positiv. Zuckerpriifung negativ. Dreimaliges Umkristallisieren aus
Methanol-Ather, dann aus Methanol-Wasser gab als Spitzenfraktion 66 mg feine Korner,
Smp. 252--256°. Raymond-Reaktion positiv.

Fraktion 23 (1,446 g) gab aus Methanol-Ather, dann aus Methanol-Wasser 12 mg
feine Nadeln, Smp. 261 —269°. Raymond-Reaktion positiv, Zuckerprobe negativ.

Die Mutterlauge von Fraktion 23 und die amorphen Fraktionen 24—26 gaben im
Papierchromatogramm (vgl. Nr. 1,2, 3 und 4 in Fig. 3a) dieselben drei bis vier Flecke.
Sie wurden vereinigt (4,96 g) und als Konzentrat W bezeichnet.

Untersuchung von Konzentrat W. Dieses Material stellte ein hellbraunes, in
Wasser ziemlich losliches Harz dar. Geschmack stark bitter. Raymond-Reaktion stark
positiv, Zucker-Priifung: positiv, Keller- Kiliani-Reaktion: negativ. UV.-Absorptionsspek-
trum und biologische Wirksamkeit siehe theoret. Teil.

Acetat. 302 mg Konzentrat W mit 5 cm3 abs. Pyridin und 3 cm? Acetanhydrid 3 Tage
bei 20° stehengelassen gaben 358 mg rohes Acetat. Eine Probe (135 mg) wurde an AlL,O,
chromatographiert, gab aber keine Kristalle. Zur Wasserabspaltung wurden 292 mg
Acetatgemisch in 4 cm3 abs. Pyridin bei 0° mit 1 cm? POCI, vermischt und nach Zusatz
von 0,02 cm?® Wasser?) 22 Std. bei 20° stehengelassen. Ubliche Aufarbeitung mit Chloro-
form-Ather gab 269 mg Rohprodukt, das auch nach Chromatographie und Impfen mit
Anhydro-strophanthidin-§-p-glucosid-tetracetat?) nicht kristallisierte. Die grossten, fast
farblosen Fraktionen gaben mit Tetranitromethan eine deutliche Gelbfirbung. Die Haupt-
fraktionen wurden vereinigt (166 mg), nachacetyliert und nochmals chromatographiert,
doch konnten wiederum keine Kristalle erhalten werden3).

Benzoat. 72 mg Konzentrat W bei 0,01 Torr getrocknet, in 1,8 cm? abs. Pyridin gelost,
bei 0° mit 0,4 cm3 reinstem Benzoylchlorid vermischt und 8 Std. unter H,0-Ausschluss
stehengelassen. Mit 0,5 cm® Methanol versetzt und noch 2 Std. stehengelassen. Ubliche
Aufarbeitung und Trocknung bei 0,01 Torr und 60° gab 161 mg rohes Benzoat. Es wurde
chromatographisch an 5 g Al,O, in 33 Fraktionen getrennt, von denen keine kristallisierte.

Milde saure Hydrolyse. 639 mg Konzentrat W in 20 cm?® Methanol mit 20 em? 0,1-n.
wisseriger H,SO, 30 Min. unter Riickfluss gekocht. Methanol im Vakuum entfernt, mit
20 cm?3 Wasser verdiinnt und 25 Min. auf 62° erwarmt. Abgekiihlt, dann sechsmal mit je
50 cm?® Chloroform, dann achtmal mit je 50 cm® Chloroform-Alkohol (2:1) ausgeschiittelt.
Die mit Soda und Wasser gewaschenen und getrockneten Ausziige gaben 49 mg Chloro-
formextrakt (BRaymond-Reaktion: positiv) und 577 mg Chloroform-Alkohol-(2:1)-Extrakt.
Letzterer wird als durch milde saure Hydrolyse gereinigtes Konzentrat W bezeichnet.

Spaltung mit Takadiastase. 269 mg Konzentrat W (durch milde saure Hydrolyse
gereinigt) in 10 cm® Wasser mit Losung von 408 mg Takadiastase?) und 3 cm? Toluol 4 Tage
bei 37° stehengelassen. Aufarbeitung wie bei fritheren Fermentansitzen gab 113 mg Chloro-
formextrakt sowie 96 mg Chloroform-Alkohol-(2:1)-Extrakt.

Der Chloroformextrakt gab im Papierchromatogramm (vgl. Nr. 3 in Fig. 4) (Forma-
mid : Chloroform) mit 0,1 mg Methanol drei Flecke, von denen einer Strophanthidin und
der zweite Strophanthidol entsprach, wihrend der dritte nicht identifiziert wurde. Die

) K. Meyer & T'. Reichstein, Helv. 30, 1508 (1947).

%) K. Reyle, K. Meyer & T. Reichstein, Helv. 33, 1541 (1950).

3) Zur Kontrolle wurden in einem Parallelversuch 139 mg reines Convallatoxin-
triacetat (Smp. 239—2439 wie oben behandelt. Auch nach Chromatographie konnten
keine Kristalle erhalten werden.

4) Wir danken der Schweizerischen Ferment AG., Basel, auch hier fiir die I"Jberlassung
dieses Priaparats. Das Ferment wurde zuerst mit ,,Xysmalobin‘‘®) ausprobiert und erwies
sich dabei als gut wirksam.

5) H. Huber, F. Blindenbacher, K. Mohr, P, Speiser & T. Reichstein, Helv. 34, 65
(1951).
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Hauptmenge (110 mg) wurde an 3,25 g Al,O; chromatographiert und gab 23 mg krist.
Strophanthidin, Smp. 141 —144° (nach Papierchromatogramm rein). Die Mutterlaugen
und wichtigsten amorphen Fraktionen (zusammen 84,4 mg) wurden mit Reagens T
getrennt!) und gaben 16,2 mg aldehydfreie Anteile sowie 31,4 mg Aldehydgemisch. Keiner
dieser zwei Teile kristallisierte bisher.

Trennung von Konzentrat W durch Verteilungschromatographie. Fir die Trennung
diente Ssule Nr. 12) mit 194 g Kieselgur-Wasser (1:1) in Butanol-Benzol (1:1) eingefiillt.

249 mg Konzentrat W (durch milde saure Hydrolyse vorgereinigt) wurden in 3 g
‘Wasser gelost, mit 3 g Kieselgur vermischt in 20 em?® mit Wasser gesittigtemn Butanol-
Benzol (1:1) suspendiert auf die Siule gebracht und dann mit 10 g Kieselgur-Wasser (1:1)
gedeckt. Dann wurde mit Butanol-Benzol (1:1), anschliessend mit Butanol-Benzol (3:1)
und zum Schluss mit reinem Butanol chromatographiert. Die Durchlaufgeschwindigkeit
betrug ca. 25 cm3 pro Std. Die mit 105 g Kieselgur gefiillte Siule enthielt etwa 174 cm?
leichte Phase. Die ersten 170 cm? Eluat gaben nur 1,2 mg Eindampfriickstand; Raymond-
Reaktion: negativ, verworfen. Die numerierten Fraktionen wurden erst anschliessend auf-
gefangen. Uber das Resultat orientiert Tab. 7 sowie Fig. 7 und die Papierchromatogramme
Nr. 5—16 in Fig. 3b.

Keine der erhaltenen Fraktionen kristallisierte bisher. Aus dem Resultat der Papicr-
chromatographie (vgl. letzte Spalte der Tab. sowie Fig. 7) ist aber ersichtlich, dass min-
destens in den Fraktionen 1—20, 32 —35, 54 —60 und 67— 69 vier verschiedene Raymond-
positive Stoffe in papierchromatographisch reiner Form vorlagen.

Untersuchung des Chloroform-Alkohol-(2:1)-Extrakts GGSH. Eine
Probe (673 mg) Extrakt GGSH wurde mit 35 cm?® Methanol und 35 cm? 0,1-n. wisseriger
H,80, 25 Min. unter Riickfluss gekocht. Aufarbeitung wie bei milder Hydrolyse von
Konzentrat W gab 168 mg Chloroformextrakt als braunes 01, Raymond-Reaktion negativ,
sowie 423 mg Chloroform-Alkohol-(2:1)-Extrakt als braunes Harz. Diese Behandlung
stellt somit eine gewisse Reinigung dar. 135 mg des erhaltenen Chloroform-Alkohol-(2:1)-
Extrakts wurden mit Pyridin-Acetanhydrid 2 Tage bei 18° acetyliert und gaben 174 mg
braunes amorphes Acetatgemisch. Dieses lieferte im Papierchromatogramm (Formamid:
Benzol-Chloroform (5:7)) mit 0,3 mg Substanz mindestens 4 Flecke (vgl. Fig. 5).

Versuch zur enzymatischen Spaltung. 550 mg Extrakt GGSH in 170 cm?® Wasser
mit 550 mg Takadiastase und 5 cm?® Toluol 4 Tage bei 37° stehengelassen. Aufarbeitung
wie bei anderen Fermentversuchen gab: 24 mg Chloroformextrakt, 58 mg Chloroform-
Alkohol-(9:1)-Extrakt und 432 mg Chloroform-Alkohol-(2:1)-Extrakt. Keiner dicser drei
Teile kristallisierte.

Charakterisierung der krist. Stoffe.

Strophanthidin aus Periploca nigrescens. Aus Methanol-Ather farblose
?rismen, Sm_P. 138 —143% Aus Methanol-Wasser kleine Prismen, Smp. 142—-144° Aus
Athylacetat-Ather Rhomben mit Doppel-Smp. 141—145°, Rekristallisation in Nadeln
bei ca. 1581839, definitiver Smp. 228 —2419 (Zers.); [oc]1D7 = +43,20 4 2% (¢ = 0,9939
in Methanol).

9,941 mg Subst. zu 1,0002 cm?®; I = 1 dm; ocg = +0,43% -+ 0,020
Gewichtsverlust bei Trocknung 4,04%.
3,850 mg Subst. gaben 9,57 mg OO, und 2,67 mg H,O (8. W)
CpaH3,06 (404,49)  Ber. € 68,29 H 7,97%  Gef. C 67,83 H 7,779

Der Stoff war methoxylfrei.

Authentisches Strophanthidin und die Mischprobe schmolzen gleich. Das Material
war nach Papierchromatogramm einheitlich und zeigte dieselbe Laufgeschwindigkeit wie

authentisches Material. Auch die Farbreaktionen mit 84-proz. H,80, waren gleich. UV.-
Absorptionsspektrum siehe theoret. Teil.

1) Ausfiihrungsform nach O. Schindler & T. Reichstein, Helv. 34, 521 (1951).
%) H. Hegediis, Ch. Tamm & T. Reichstein, Helv. 34, 357 (1953).



Volumen xxxvir, Fasciculus 1v (1954) - No. 123,

Tabelle 7.

Verteilungschromatographie von 249 mg Konzentrat W.
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Erhaltene Elunate

_ Frak-
tions- | Mobile Phase Volu- Gewicht Resultat der
nummer | men in mg Papierchromatographie
1 Butanol-Benzol (1:1) . 20 5,3 Subst. I rein
2 . . (1:1). 10 6,5
3 . . (L:1). 10 4,2
4 . . (1:1). 10 5,2
5 . . (1:1). 10 2,9
6 . . (1:1). 10 4,2
7 . . (1:1). 10 4,2
8 . (1:1). 10 1,8
9 ) s (1:1) 10 2,1 Subst. I rein
10 . . (1:1). 10 2,3
11 . » o (1:1). 10 21
12 , . (1:1) 10 2,0
13 . . (1:1) 10 1,9
14 . . (1:1). 10 1,7
15 . . (1:1) . 10 1,7
16 - » o (1:1). 10 2,3
17 . . (1:1). 10 0,9
18 . . (1:1). 10 14
19 . . (1:1). 10 1,5
20 " 5 (1:1). 10 1,7 Subst. I rein
21 . . (1) 10 1,6
22 . . (1:1). 10 1,6
23 . » o (1:1). 10 1,7 Subst. I+ 11
2 . . (11, 10 1,7
25 . o (1:1) . 10 1,8
26 . . (L:1). 10 1,7
27 . s (1:1). 10 2,1 Subst. 11+ wenig T
28 . . (1:1). 10 2,0
29 i s (1:1) . 10 2,2
30 " o (1:1). 10 1,2 Subst. IT+ wenig T
31 . . (1:1). 10 2.9
32 " , (1:1). 10 4,1 Subst. II rein
33 ’ s (1:1) . 10 3,8
34 ' s (1:1). 10 4,3
35 . »o (1:1). 10 2,3 Subst. IT rein
36 - 5 (1:1). 20 3.9
37 . . (1. 20 2,3
38 5 s (3:1). 20 1,9 Subst. II+ wenig ITT
39 o (B:1). 20 3,8
40 " o (3:1). 20 4,5 Subst. ITI + wenig IT
41 . . (3:1). 30 74
42 » 5 (3:1). 20 24 Subst. IIT + wenig II
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Tabelle 7 (Fortsetzung).

Erhaltene Eluate
Frak-
tions- Mobile Phase Volu- Gewicht Resultat der
nummer men in mg Papierchromatographie

43 Butanol-Benzol (3:1) . . 10 1,9

44 . » o (3:1) .. 10 1,2

45 " » (3. . 10 2,9

46 . . (3:1) .. 10 1,3

47 . . (3:1). . 10 3,2

48 - o (3:1) . . 20 4,7 Subst. IIT + wenig IT
49 . . (3. . 20 8,9

50 ” »  (3:1) .. 10 9.8 Subst. I1T + wenig IT
51 . . (3:1). . 10 14,5

52 Butanol. . . . . . . . 10 11,2

53 e e e e e 10 9,9

54 be e e e e e e 15 10,1 Subst. IIT rein

55 e 15 73

56 e 15 54

57 e e e e e e 15 4.9

58 R 15 3,2

59 by e e e e e e 15 2,9 Subst. III rein

60 e e e e e e e 15 2,3 Subst. III rein

61 v e e e e e e 15 2,5

62 v e e e e e 15 2,6

63 e e e e e e e 15 43 Subst. ITT + wenig IV
64 b e e e e e e 30 5,2

65 by e e e e e 50 6.4

66 v e e e e e 50 21,7

67 vy e e e e .. 100 6,2 Subst. IV rein

68 b e e e e 200 3.1

69 Wasser . . . . . . . . 200 04 Subst. IV rein

Acetat. 47 mg Strophanthidin aus Periploca nigrescens mit 0,5 cm? abs. Pyridin
und 0,3 cm? Acetanhydrid 2 Tage bei 18° stehengelassen gaben 53 mg Rohprodukt. Aus
Methanol-Ather-Petrolidther, dann aus Aceton-Ather-Petrolather 45 mg farblose Plittchen,
Smp. 238 —240°; [«]1¥ = + 36,6° 4- 20 (c = 1,065 in Methanol).

10,65 mg Subst. zu 1,0002 cm?; I =1 dm; a}f = +0,39° 4- 0,02°
3,425 mg Subst. gaben 8,360 mg CO, und 2,324 mg H,0 (OAB)
Cy;Hj,0, (446,52) Ber. C 67,24 H 7,679  Gef. C 66,61 H 7,599,

Authentisches Material und die Mischprobe schmolzen gleich. Auch die Farbreak-
tionen mit 84-proz. H,80, waren gleich.

Strophanthidol aus Periploca nigrescens. Aus Aceton-Ather farblose Plitt-
chen, Smp. 141—143°%; [«]30 = +39,0° & 2° (c = 1,128 in Methanol).

11,28 mg Subst. zu 1,0002 ecm?; I = 1 dm; oy = 0,44° £ 0,02°

Authentisches Strophanthidol sowie die Mischprobe schmolzen gleich, auch die

Farbreaktionen mit 84-proz. H,SO, waren gleich, ebenso die Laufstrecken im Papier-
ehromatogramm (Formamid : Chloroform).
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Acetat. 27 mg Strophanthidol aus Periploca nigrescens wie oben acetyliert,
gaben 31 mg rohes Acetat. Aus Aceton-Ather 28 mg farblose Plittchen, Smp. 189—191°;
[oL]};5 = +48,1% 4 4° (¢ = 0,541 in Chloroform).

5,41 mg Subst. zu 1,0002 cm®; I = 1 dm; o)} = + 0,26° 4 0,02°
3,006 mg Subst. gaben 7,280 mg CO, und 2,130 mg H,0 (OAB)
CyH404 (490,57) Ber. C 66,10 H7,81% C€66,09 H 7,93%

Authentisches Strophanthidolacetat sowie die Mischprobe schmolzen gleich, auch

die Farbreaktionen mit 84-proz. H,SO, waren gleich.

Nigrescigenin., Aus Methanol-Ather farblose Korner, Smp. 238—241°. Aus
Methanol-Wasser Kérner mit Doppel-Smp. 162—168°/243 —2469; [a]lg = + 24,80 - 3°
(¢ = 0,840 in Methanol).

8,37 mg Subst. zu 0,9970 cm3; ! = 1 dm; al];i = +0,208% + 0,02°
Gewichtsverlust bei Trocknung 9,469%, ; aschefrei.
2,315 mg Subst. gaben 5,545 mg CO, und 1,746 mg H,0 (4. P.)
6,342 mg Subst. verbr. 0,782 cm? H, (727 Torr, 23,6°)
(Mikrohydrierung mit Pt in Eisessig (A.P.))
CysHy0, (42049) Ber. C 65,69 HT7,68% Gef. C6536 H844% D.Z.2

Legal-Reaktion: positiv (rot); Keller-Kiliani-Reaktion: negativ; Zuckerpriifung:
negativ. Tetranitromethan gab keine Fiarbung. Farbreaktion mit 84-proz. H,SO,: orange,
kastanienbraun (10”), braun mit violettem Rand (10), blaubiolett (20"), violett (40'),
olivgriin (2 Std.). UV.-Absorptionsspektrum und biolog. Wirksamkeit siehe theoret. Teil.
Der Stoff war leicht 18slich in Methanol, schwerer in Chloroform und Aceton, schwer
loslich in Ather und Wasser. Im Papierchromatogramm (Wasser: Butanol-Toluol (1:1))
zeigte er nur einen Fleck mit Ry = 0,41 (159).

Nigrescigenin-diacetat. 97 mg Nigrescigenin vom Doppel-Smp. 162-168°/243 —246°
in 1,5 cm?® abs. Pyridin und 1 em® Acetanhydrid 2 Tage bei 20° stehengelassen gaben
128 mg rohes Acetat. Aus Methanol-Ather 93 mg farblose Plattchen, Smp. 198—201°%;
[a]g = +21,1% 4 20 (¢ = 1,0449 in Chloroform).

10,44 mg Subst. zu 1,0002 cm?3; I = 1 dm; oc1D7 = +0,220 4. 0,02°
Gewichtsverlust bei Trocknung 0,14% ; aschefrei.
3,418 mg Subst. gaben 7,990 mg CO, und 2,158 mg H,0 (OAB)
4,303 mg Subst. gaben 10,129 mg CO, und 2,784 mg H,0 (4. P.)
CyH340, (504,56) Ber. C 64,27 H 7,19%
CyeH 330, (546,60)  Ber. ,, 63,72 » 1,01%
Gef. ,, 63,79; 64,24 ,, 7,06; 7,249,

Im Papierchromatogramm (Formamid: Chloroform-Benzo! (7:5)) war das Acetat
cinheitlich. Farbreaktion mit 84-proz. H,SO,: blass orange, senfgelb (5’),), dunkelbraun
(15’), preussischblau (1 Std.), griingelb verblassend (3 Std.). Der Stoff war leicht lslich in
Aceton und Methanol, schwer in Ather und Wasser.

»Nigrescigeninacetat-siure’’. 30 mg Nigrescigenin-acetat vom Smp. 198—201° in
wenig Chloroform gelést, im Vakuum eingedampft und Schaum bei 0,01 Torr und 50°
getrocknet. In 1 cm?® Eisessig gelost, portionsweise mit insgesamt 0,25 cm? 2-proz. CrO,-
Eisessig-Losung (5 mg CrO,) versetzt und 9 Std. bei 20° stehengelassen, worauf noch etwas
CrO,; nachweisbar war. Nach Zugabe von 5 Tropfen Methanol wurde noch 8 Std. stehen-
gelassen. Dann im Vakuum eingedampft, in Chloroform-Ather (1:3) aufgenommen, mit
verd. H,SO, und Wasser gewaschen und viermal mit je 2 cm3 2-n. Sodalésung ausgeschiit-
telt. Neutrale Chloroform-Ather-Ldsungen mit Wasser gewaschen, getrocknet und einge-
dampft, gaben 12 mg neutrales Oxydationsprodukt. Sodalésungen bei 0° mit verd. HCl
bis zur eben kongosauren Reaktion versetzt und mit Chloroform ausgeschiittelt. Mit
Wasser gewaschene und iiber Na,SO, getrocknete Chloroformausziige gaben 21 mg rohe
amorphe Séure.
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Das Neutralprodukt gab aus Aceton-Ather 4 mg feine Nadeln, Smp. 191 —202°; die
Mischprobe mit Nigrescigenin-acetat schmolz bei 173 —1889. Das Produkt war auch im Pa-
pierchromatogramm vom Ausgangsmaterial deutlich verschieden (vgl. Nr. 8 und 9 in Fig. 6).

Die Siure kristallisierte bisher nicht. Die 21 mg rohe Saure wurden in 0,5 cm3
Methanol bei 0° mit iiberschiissiger dtherischer Diazomethanlosung versetzt, 30 Min. bei
0° stehengelassen und eingedampft. Der Riickstand kristallisierte auch nach Chromato-
graphie an Al,O, bisher nicht.

Nigrescigenin-oxim. 30 mg Nigrescigenin in 1,5 cm? abs. Alkohol mit der Losung von
16 mg Hydroxylaminhydrochlorid und 59 mg krist. Na-Acetat-trihydrat in 0,2 cm3 Wasser
2 Std. unter Riickfluss gekocht. Im Vakuum eingedampft, mit 1 em?® Wasser versetzt und
viermal mit Chloroform-Alkohol (2:1) ausgeschiittelt. Die mit wenig Wasser gewaschenen
und tiber Na,S0, getrockneten Ausziige gaben beim Eindampfen 34 mg rohes Oxim, das
bisher nicht kristallisierte.

Nigrescigenin-dibenzoat. 29 mg Nigrescigenin (bei 0,01 Torr und 50° getrocknet) in
0,7 cm?3 abs. Pyridin bei 0° mit 0,15 em? reinstem Benzoylchlorid versetzt (farbt sich rosa)
und 14 Std. unter H,0-Ausschluss bei 20° stehengelassen. Dann mit 0,5 cm® Methanol
versetzt und noch 2 Std. stehengelassen. Ubliche Aufarbeitung mit Chloroform-Ather
(1:3) gab nach Trocknung bei 0,01 Torr und 50° 58 mg rohes, teilweise krist. Benzoat. Es
wurde an 1,8 g Al,O, chromatographiert. Die mit Benzol-Chloroform (3:2) eluierten An-
teile (35 mg) gaben aus Aceton- Ather-Petrolither 26 mg farblose Spiesse, Smp. 245 --2489;
[a]lI;) =+ 87,19 + 4° (¢ = 0,597 in Chloroform).

5,93 mg Subst. zu 0,9935 cm?®; I = 1 dm; a%) =2 +0,529 4 0,02°
Trocknung (3 Std.) gab 0,27% Gewichtsverlust; aschefrei.
4,818 mg Subst. gaben 12,465 mg CO, und 2,794 mg H,0 (4. P.)
Cy,H,,0, (628,69) Ber. C 70,68 H 6,41%  Gef. C 70,60 H 6,49%

Die Substanz war leicht 13slich in Aceton und Methanol, schwerer in Ather, fast
unléslich in Petrolidther. Farbreaktion mit 84-proz. H,SO,: orange (2'), karmin (20),
griin {1 Std.). Nach mehrwochigem Liegen in geschlossenem Rohrchen zeigte dieses
Praparat einen Smp. 263 —2669.

Substanz E. Sche. 12. Aus Methanol-Ather-Petrolither farblose Spiesse, Smp.
232—234°, aus Methanol-Wasser rechteckige Plattchen mit Doppel-Smp. 1909/230 —2340;
[a]% = + 28,9¢ 4 29 (¢ = 1,0015 in Chloroform).

9,95 mg Subst. zu 0,9935 cm?®; /=1 dm; alD'r’ =40,29° + 0,020
Gewichtsverlust bei Trocknung 1,15% ; aschefrei.
2,748 mg Subst. gaben 6,521 mg CO, und 1,886 mg H,0 (4. P.)
5,644 mg Subst. verbr. 3,18 cm3 0,01-n. NaOH (Acetylbest.!)) (S. W.)
Cy; H 3,05 (462,53) Ber. C 64,91 H 741 CH,CO- 9,319
Cy,H 0y (504,56) . Ber. ,, 64,27 ,, 7,19 " 17,069,
Gef. ,, 84,76 ,, 7,68 » 22,279,

Legal-Reaktion: positiv (rot); Zuckerpriifung: negativ; Tetranitromethan gab keine
Farbung. UV.-Absorptionsspektrum siehe theoret. Teil. Farbreaktion mit 84-proz. H,S80,:
zitronengelb (1’), orangerot (15%), karmin (20’), violett (45" bis 2 Std.), blassviolett (3 Std.).
Das Priaparat gab im Papierchromatogramm (Formamid: Chloroform-Benzol (5:7)) nur
einen Fleck mit grosserer Laufgeschwindigkeit als Strophanthidin. Der Stoff war 16slich
in Aceton, schwerer in Methanol, schwer in Ather und Wasser.

Acetylierungsversuch. 28 mg Subst. E. Sche. 12 vom Doppel-Smp. 1909/230—234°
mit 0,3 cm?® abs. Pyridin und 0,2 cm?® Acetanhydrid 2 Tage bei 20° stehengelassen. Auf-
arbeitung gab 29 mg Rohprodukt. Aus Aceton-Ather 26 mg Ausgangsmaterial, Smp, 231 —
234° (Mischprobe, Farbreaktion mit 84-proz. H,SO,, Papierchromatogramm).

Dehydrierung mit CrO,. 52 mg Subst. E. Sche. 12 mit Chloroform im Vakuum ein-
gedampft und Schaum bei 0,01 Torr und 50° getrocknet. In 1 cm? Risessig portionsweise

1) Bestimmt nach der Methode von K. Freudenberg & E. Weber, Z. angew. Ch. 38,
280 (1925), in der Ausfiihrungsform von K. Wiesenberger, Mikrochemie 30, 241 (1942).
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mit 0,68 cm® 2-proz. CrO,-Eisessig-Losung (13,6 mg CrO;) versetzt und 12 Std. bei 20°
stehengelassen, worauf noch CrO, nachweisbar war. Aufarbeitung wie bei ,,Nigrescigenin-
acetat-saure’‘ gab 22 mg amorphen Neutralteil sowie 31 mg rohe Siure. Letztere gab aus
Aceton-Ather 23 mg farblose Prismen, Smp. 214—218°. Diese wurden in Methanol bei
0° mit Diazomethan (in Ather) 156 Min. bei 0° behandelt. Der rohe Methylester wurde in
Chloroform durch wenig Al,0, filtriert. Aus Aceton-Ather 19 mg farblose Prismen. Smp.
245—247°; [a]lg = +46,80 & 20 (¢ = 1,049 in Chloroform).
10,49 mg Subst. zu 1,0002 em?; I = 1 dm; a}d = +0,49° 40,020
Trocknung (8 Std.) gab 1,0% Gewichtsverlust; aschefrei.
3,843 mg Subst. gaben 8,94 mg CO, und 2,44 mg H,O (5. W.)
CoeH 30, (492,55) Ber. C 6340 H 7,379  Gef. C 63,45 H 7,10%

Substanz E. Sche. 16. Aus Methanol-Ather farblose diinne Prismen, Smp. 236-

2390 [a]g = +54,8° -+ 3% (¢ = 0,8928 in Chloroform).
8,87 mg Subst. zu 0,9935 cm?; I = 1 dm; alf = +0,489° £ 0,020
5,043 mg Subst. gaben 12,200 mg CO, und 3,673 mg H,0 (4. P.)
Cp;H,,0, (446,52)  Ber. C 67,24 H 7,68%
C,,H;,0, (488,66)  Ber. ,, 66,37 ,, 7,43%
CpHys05 (490,58) Ber. € 66,10 H 7,819  Gef. C 66,02 H 8,15%

Der Stoff war methoxylfrei. Legal-Reaktion: positiv (rot); Tetranitromethan gab
keine Farbung. Farbreaktion mit konz. H,S0,: gelb (1’—60’), griingelb (1—2 Std.), griin
(nach 2 Std.). Der Stoff war leicht 16slich in Aceton, etwas schwerer in Methanol, schwer
in Ather und Wasser. Das Praparat gab bei der Zuckerprobe leicht positive Reaktion und
im . Papierchromatogramm (Formamid:Chloroform-Benzol (5:7)) neben dem Hauptfleck
noch einen schwachen Nebenfleck.. Die beste Reinigung gelang durch Acetylierung.

Acetylierung. 19 mg des obigen Praparates mit 0,3 cm? abs. Pyridin und 0,2 cm?
Acetanhydrid 2 Tage bei 17° stehengelassen. Aufarbeitung gab 19 mg Rohprodukt. Aus
Aceton-Ather 17 mg farblose feine Prismen. Smp. 237 —2399, Mischprobe mit Ausgangs-
produkt ebenso, Drehung innerhalb der Fehlergrenze gleich. Dieses Praparat gab bei der
Zuckerpriifung negative Reaktion und im Papierchromatogramm nur einen Fleck.

Trocknung (8 Std.; 3 Std.) gab 0,069%; 0,819, Gewichtsverlust; aschefrei.

3,161 mg Subst. gaben 7,73 mg CO, und 2,20 mg H,O (8. W.)
3,663 mg Subst. gaben 9,141 mg CO, und 2,679 mg H,0 (4. P.)
Cy,H;3,04 (488,56)  Ber. C 66,37 H 7,43%  Gef. C 66,73; 68,03 H 7,78; 8,189,

Substanz E. Sche. 17. Aus Methanol-Ather feine, zu Drusen vereinigte Nadeln,
Smp. 225—233° (Zers.); [a]g’ = ~19,7% £ 3° (¢ = 0,8586 in Wasser); [a]llg’ =—34,5% 4 3¢
{c = 0,8759 in Methanol).

8,53 mg Subst. zu 0,9935 cm?; 1 = 1 dm; «}f = — 0,169° 4 0,02°
8,76 mg Subst. zu 1,0002 cm?; I = 1 dm; off == — 0,30° & 0,02°
Gewichtsverlust bei Trocknung 1,65% ; aschefrei.

4,574 mg Subst. gaben 10,300 mg CO, und 3,045 mg H,O (4. P.)
CyH,,0,, (566,63) Ber.C 61,46 H 7,47%  Gef. C61,45 H 7,459%

Der Stoff war methoxylfrei. Legal-Reaktion: positiv; Zuckernachweis: positiv;
Keller-Kiliani-Reaktion: negativ; Tetranitromethan gab keine Farbung. Farbreaktion
mit konz. H,S0,; braun (1’—60"), braungriin (2 Std.), olivgrin (4 Std.). Der Stoff war
leicht 16slich in Wasser und Methanol, schwerer in Chloroform und Aceton, fast unlgslich
in Ather. Im Papierchromatogramm (Wasser: Butanol-Toluol (1:1)) wurde nur ein Fleck
mit Ry = 0,26 (15°) erhalten. UV.-Absorptionsspektrum siehe theoret. Teil.

Spaltversuch mit Takadiastase. 20 mg Subst. E. Sche. 17 in 7 cm?® Wasser mit 50 mg
Takadiastase und etwas Toluol 3 Tage bei 37° stehengelassen. Ubliche -Aufarbeitung gab
18,6 mg krist. Ausgangsmaterial, Smp. 224 —2289, Misch-Smp. ebenso, im Papicrchromato-
gramm gleiche Laufstrecken wie Ausgangsmaterial.



1036 HELVETICA CHIMICA ACTA.

Acetat. 28 mg Subst. E. Sche. 17 vom Smp. 224—228° mit 0,5 cm? abs, Pyridin und
0,3 cm?® Acetanhydrid 2 Tage bei 20° stehengelassen. Gab 34 mg Rohprodukt, dasan 1,1 g
AL,0, chromatographiert wurde. Keine der Fraktionen kristallisierte bisher.

Die Mikroanalysen wurden in folgenden Laboratorien ausgefiihrt: Mikrolabor der
Organisch-chemischen Anstalt der Universitat Basel (Leitung E. Thommen) (OAB), bei
Herrn A. Peisker, Brugg (4. P.), bei Frau Dr. M. Sobotka und Herrn Dr. E. Wiesenberger,
Graz (S. W.).

Zusammenfassung.

Extraktion des frischen Holzes von Periploca nigrescens
Ajfzel mit Wasser und Alkohol lieferte nach iiblicher Reinigung einen
Extrakt, der reichliche Mengen digitaloider Glykoside, freier Aglykone
und wahrscheinlich Aglykonacetate enthielt. Von den zuckerfreien
Bestandteilen ‘konnten neben reichlichen Mengen (ca. 0,149,) Stro-
phanthidin etwas Strophanthidol sowie kleine Mengen von zwei wei-
teren Stoffen isoliert werden, die wir vorlaufig als Substanz E. Sche. 12
und - Substanz E. Sche. 16 bezeichnen. Diese stellen wahrscheinlich
Aglykonacetate dar und besitzen moglicherweise die Formeln CyH;,04
und C,;H,,0,.

Die eigentlichen Glykoside stellten ein kompliziertes Gemisch
wasserloslicher Stoffe mit hoher biologischer Wirksamkeit dar, doch
gelang es bisher nicht, daraus einheitliche krist. Bestandteile abzu-
trennen. Dieses Gemisch liess sich mit geeigneten Fermenten weit-
gehend abbauen, wobei teilweise Hydrolyse bis zur Aglykonstufe er-
folgte. Der Hauptversuch wurde mit Strophanthobiase durchgefiihrt.
In kristallisierter Form wurden dabei Strophanthidin, Strophanthidol
sowie ein wahrscheinlich neues Aglykon C,;H,,0, isoliert, das wir
Nigrescigenin nennen. Daneben wurden Spuren eines krist. Glyko-
sides (Subst. E. Sche. 17) erhalten, dessen Analyse auf die Formel
CyoH 4204, passte, das dem von Uhle & Elderfield beschriebenen Stro-
phanthidin-8-D-glucosid dhnlich ist, aber von ihm verschieden zu sein
scheint. Durch Chromatographie an Al,O, liess sich aus dem fermen-
tierten Material ferner ein amorphes, biologisch hochwirksames Gly-
kosidgemisch (Konzentrat W) erhalten, das nach Papierchromatogra-
phie mindestens vier digitaloide Glykoside enthielt. Eine weitgehende
Trennung dieser Komponenten liess sich durch Verteilungschromato-
graphie erreichen, doch wurden bisher keine Kristalle erhalten. Kon-
zentrat W liess sich mit Takadiastase teilweise weiter abbauen, wobei
krist. Strophanthidin (ca. 129, der Theorie) erhalten werden konnte.

Die bisherigen Resultate, insbesondere der Abbau mit Fermenten,
machen es wahrscheinlich, dass ein massgebender Anteil der hoch-
wirksamen Glykoside in den Extrakten in Form von Derivaten des
Strophanthidins, Strophanthidols und Nigrescigenins mit D-Glucose
vorliegt. Strophanthidin-S-D-glucosid diirfte iiberwiegen und beson-
ders im Konzentrat W angereichert gewesen sein.

Organisch-chemische Anstalt der Universitdt Basel.





