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a) Isoméve d,1-X1: Lc filtrat éthéré initial est agité avec 100-150 ml d’acide chlorhydrique
1x; il en résulte un précipité volumincux de chlorhydrate de 4,l-XI, une solution éthérée qui
contient un peu de méso-XI et une solution aqueusc d’ou 'on pcut cxtraire 2-3 g de N-benzyl-
p-anisidine.

Pour obtenir 4,/-X], on traite le chlorhydrate par 50 ml d’ammoniaque 2~ et 150 ml d’éther,
puis séche la solution éthérée sur MgSO, anhydre, chasse le solvant et recristallise le résidu dans
I’éthanol absolu. Rendement: 7-8 g (46-539%,); F. 110-111°.

CogHygO0,N,  Cale. C79,21 H 6,65%  Tr. C79,36 H 6,649,

b) Isomére méso-XI : Le précipité P initial est extrait 24 h au soxhlet avec 250 ml de benzéne;
apres évaporation du solvant sous pression réduite, le résidu huileux est repris dans un mélangc
acétate d’'éthyle — éthanol absolu bouillant: le méso-X1I cristallise par refroidissement. Rendement
aprés une nouvelle cristallisation dans le méme mélange: 5-5,5 g (33-369,); FF. 141-142°.

CogHygO, N,  Cale. C79,21 H 6,659  Tr. C 79,39 H6,77%

Une quantité supplémentaire de méso-XI peut étre retirée de la solution éthérée obtenue apres
extraction de 4,I-XI (voir sous a)). On séche sur MgSO, anhydre, chasse I’éther et recristallise le
résidu dans un mélange acétate d’éthyle — éthanol absolu; on obtient 1-2 g (7-139%,) de méso-XI,
F. 141 142°.

SUMMARY

Several new 1,2-diarylamino-1,2-diphenylethanes have been synthesized by
reductive condensation of the corresponding N-benzylidene-arylamines. In each case,
the d4,l- and meso-forms have been separated by a cor venient process and charac-
terized.

For the general differentiation of the d,/- and meso-forms of 1,2-diarylamino-1, 2-
diphenylethanes, three criteria are discussed: 1° melting points, 2° ability to give
complexes with dimethylformamide, 3° UV. spectra.

Lausanne, Laboratoire de Chimie organique de I’Université

249. Die Cardenolide der Wurzeln von Pachycarpus distinctus
(N. E. BrR.)BULLOCK?")
Glykoside und Aglykone, 221. Mitteilung %)
von T.Golab, Herb. Jiger und T. Reichstein
(23. IX. 60)

Pachycarpus distinctus (N. E. Br.) BurLLock ist eine in Siidafrika heimische
Asclepiadacee®). Uber eine chemische Untersuchung der Pflanze ist uns nichts be-
kannt. Andere Vertreter der Gattung Pachycarpus, z. B. P. schinzianus (SCHLTR.)
N. E. Br.4) und P. concolor E. MEYER?) sind relativ reich an digitaloiden Glykosiden.
Im folgenden beschreiben wir eine Analyse der Wurzeln von P. distinctus.

1) Auszug aus Diss. T. Goras, Basel 1960.

) 220. Mitt.: J. BINKERT, O. SCHINDLER & T. REICHSTEIN, Helv. 43, 1984 (1960).

8) Zur Systematik vgl. A. A. BuLLock, Notes on African Asclepiadaceae 111, Kew Bulletin
7953, 334 (1953).

4) W. Scumip, H. P. UeHLINGER, CH. Tamm & T. ReicusTEIN, Helv. 42, 72 (1959).

%) Orientierende Untersuchung von Frau Dr. E. ABiscH in unscrem Institut, sowie genaue
Analyse, siche spatere Publikation.
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Beschaffung und Identifizierung des Ausgangsmaterials. — Von Herrn Dr.
PoLE Evans erhielten wir aus Stidrhodesien die als a), b) und c) bezeichneten Proben$).
Das zur Probe a) gehorige Herbar- -
muster (vgl. Fig. 1) wurde zur Bestim- »~
mung an die RovaL BoTANICAL GAR-
DENS, Kew, gesandt. Herr Burrock
war so freundlich diese auszufithren?),
so dass die Identitdt mit P. destinctus
eindeutig gesichert ist.

BT
T

il %
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Yig. 1. Pachycarpus distinctus (N. E. Br.)
BuLLock.
Herbarmuster: No. 4882, FR N. On rocky
outcrops near Nyakatsapa between Umtali
and Suyanga. 19. 12. 55. Alt. 5000 ft. Legit. I.
B. PoLE Evans. — Erhalten von Herrn Dr.
Pore Evans am 9. 3. 1956%). Deponiert in
den Royal Botanical Gardens, Kew. Photo-
graphiert in Kew$).

Probe a): 1,05 kg in Scheiben geschnittene und getrocknete Wurzeln, gesammelt
am 19. 12, 55 zwischen Umtali und Suyanga (Siid-Rhodesien) in 5000 Fuss Héohe.
In Basel am 9. 3. 1956 eingetroffen.

Probe b): 2,5 kg gleiches Material, gesammelt Ende 1958, erhalten 4. 5. 1959,

Probe ¢): 1,13 kg getrocknete Bldtter und Stengel, gesammelt wie Probe b), er-
halten 4. 5. 1959.

Alle drei Proben erreichten uns in ausgezeichnetem Zustand.

Chemische Untersuchung. — Zur Untersuchung gelangten Probe a) sowie ein
Teil der Probe b). Vorversuche zeigten, dass keine Alkaloide, wohl aber digitaloide
Glykoside anwesend waren. Beide Proben wurden daher nach der frither®) beschrie-

8) Wir danken Herr Dr. J. B. PoLE Evans, Umtali (Southern Rhodesia), bestens fiir die
Beschaffung des Materials und seine zusidtzlichen Angaben.

7) Sir E. SALIsSBURY, dem fritheren Direktor der Royal Botanical Gardens, und Herrn A. A,
Burrock sei auch hier fiir ihre erncute Hilfe bestens gedankt (Brief 10. 7. 1956).

8) Wir danken Herrn Dr. G. Tavror, Director der Royal Botanical Gardens, Kew, auch hicr
bestens fiir diese Photographie.

9 P. R. O. Barry, K. Morr & T. REIcHSTEIN, Helv. 35, 45 (1952); H. MuvHR, A. HUNGER &
T. RercusTEIN, Helv, 37, 403 (1954).
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benen Methode extrahiert. Tab. 1 gibt die Ausbeuten an rohen Extrakten sowie
die Resultate bei der Priifung im Papierchromatogramm. Zum Nachweis der Flecke
diente die KEDDE-Reaktion19),

Tabelle 1. Ausbeuten an vohen Extvakten aus den Proben a) und b) sowie Resultate bei dev Priifung
in Papievchromatogvammenl)

Menge
Extrakt Flecke im Pchri2)18)
ing |in 9%

Aus 960 g Wurzeln der Probe a)
Pe-Extr. Al%) .. . . .| 290 0,30 -
Ae-Extr. AY), gereinigt . . | 3,06 | 0,32 | A, B, (Gy), C,, D, (E,), E,, (Ey)
Chi-Extr. A . . . . . .1 3,40 0,35 | (A), (B), (Cy), (Cy), D, E}, Ey, E;, (N), P
Chf-Alk-(2:1)-Extr. A . . [11,70 | 1,22 | N, P, Q, (R), S, (T}, (U)
Chf-Alk-{3:2)-Extr. A . .| 0,69 0,07 | S,(T), U,V

Aus 980 g Wurzeln der Probe b)
Pe-Extr. B¥) . . . . . .| 2,14 | 0,22 —
Ae-Extr. BY) gereinigt . .| 3,47 | 0,35 | A, (M), B, (), C;, D, (E)), E,, (Ey)
Chi-Extr. B. . . . . . .| 459 | 0,47 | (A), (B), (Cy), (Cy), D, (Ey), E,, E5, (N), P
Chf-Alk-(2:1)-Extr. B . .| 7,47 | 0,76 | N,P,Q, (R), S
Chf-Alk-(3:2)-Extr. B . .| 423 043 | S, (T), U,V

Die Pe-Extrakie enthielten KEDDE-negatives, dliges Material und wurden nicht
weiter untersucht.

In den Ae- und Chi-Extrakten aus beiden Proben (a) und b)) liessen sich in Papier-
chromatogrammen, teilweise erst nach préparativer Anreicherung, insgesamt
11 Stoffe nachweisen. Sie wurden in der Reihenfolge abnehmender Laufstrecken?3)
mit den Buchstaben A, M, B, C,, C,, D, E,, E,, E;, N und P bezeichnet. Dieselbe
Bezeichnung erhielten die zugehorigen Flecke. Die Figuren 2-5 und 7 geben eine
schematische aber massgetreue Ubersicht iiber die Laufstrecken in den verwendeten
Systemen. Zum Vergleich wurden in den Fig. 3-6 und 8-10 auch die Laufstrecken
einiger Cardenolide eingesetzt, die mit den hier isolierten Stoffen verwandt sind,
die aber in Pachycarpus distinctus nicht aufgefunden wurden.

Die Chf-Alk-(2:7)-Extrakte zeigten im Papierchromatogramm (vgl. Fig.7)
7 Flecke®), Zwei davon (N und P) waren schon in den Chf-Extrakten enthalten.

10y D. L. KEppE, Diss. Leyden 1946; J. E. Busg & D. A. H. TavLor, Biochem. J. 52, 643
(1952). Diese und dhnliche Reaktionen sind bei allen Cardenoliden positiv; sie erlauben den Nach-
weis von 0,005-0,01 mg.

11 Abkiirzungen fiir Losungsmittel usw. vgl. Einleitung im Exper. Teil.

12y In Klammern schwache Flecke.

13} Teilweise erst nach priparativer Anreicherung sichtbar.

4y Aus rohem Ae-Extr. durch Verteilung zwischen 80-proz. Methanol und Petrolither
bereitet.

15) Der Fleck E, lief im System von Fig. 4 schneller, im System von Fig. 3 jedoch langsamer
als Fleck D.

18} Fiir diese papierchromatographische Priifung dienten nur dic rohen, noch stark verun-
reinigten Extrakte, was dic Streifen- und Schwanzbildung begiinstigte. Es wurden nur die deut-
lich sichtbaren Flecke bezecichnet.
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Die 5 weiteren erhielten die Buchstabenbezeichnung Q, R, S, T und U. Die Chf-Alk-
(3:2)-Extrakte zeigten vier Flecke S, T, U und V (vgl. Fig. 7); der langsamste (V)
war nur in diesen nachweisbar,

Bisher wurden nur die Ather- und Chloroform-Extrakte priparativ getrennt,
obgleich sie mengenmissig nur einen kleinen Teil darstellten. Die Chf-Alk-(2:1)-
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Fig. 2-10. Schematische Ubersicht iiber die Laufstrecken in Papievchvomatogrammen1!). Front,
soweit nicht abgetropit, gestrichelt eingezeichnet.

Nr. 1 =ca. 0,2 mg Ae-Extr. B

Nr. 2=, 02 ,, ,, , C(Aus A nach milder saurer Hydrolyse)

Nr. 3= ,, 0,03 ,, Digitoxigenin-5-p-digitoxosid8) (Evatromonosid)

Nr. 4=, 0,2 , ChfExtr. A

Nr. 5=, 02 ,, ,, »»  C (Aus A nach milder saurer Hydrolyse)
Nr. 6 = ,, 0,03 ,, Pachygenol?)!9)

Nr. 7=, 0,03 ,, Cannogenol?9)

Nr. = ,, 0,03 ,, Sarmentogenin

Nr. 9=, 0,2 ,, Chf-Alk-(2:1)-Extr. A

Nr.10= ,, 0,2 ,, ,, , -(3:2)- , A

18) Diese Formel besitzt Evatromonosid von R. TSCHESCHE, SOPHIE WIRTZ & G. SNATZKE,
Chem. Ber. &8, 1619 (1955). Wir danken Herrn Prof. Dr. R. Tscaescug, Hamburg, auch hier
bestens fiir die Uberlassung einer authentischen Probe. Es handelt sich um ein Priparat von
Herrn Dr. E. Haack (Liebigs Ann. Chem. 603, 75 (1957)).

1%) L. F. FIesER, T. GoLaB, HERB. JAGER & T. ReICHSTEIN, Helv. 43, 102 (1960).

20) T. Goras, C. H. TRABERT, HERB. JAGER & T. REICHSTEIN, Helv. 42, 2418 (1959).
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Extrakte wurden nur orientierend durch Spaltung mit Fermenten und teilweise
anschliessender saurer Hydrolyse untersucht.

Ergebnis der priparativen Trennung der Ae- und Chf-Extrakte. — Durch
die weiter unten kurz beschriebenen Trennungsoperationen liessen sich aus dem
genannten Material von den 11 darin papierchromatographisch nachgewiesenen Carde-
noliden die 8 in Tab. 2 genannten Vertreter (A, M, B, C,, C;, D, E, und E,) in Kristallen
isolieren 2!). Sechs davon konnten mit bekannten Geninen identifiziert werden. Zwei
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3 Std. 24 Std. 15 Std.
Nr.11 = ,, 0,03 ,, Digitoxigenin
Nr.12 = ,, 0,03 ,, 17 a-Digitoxigenin
Nr.13 = ,, 0,03 ,, Bullogenin (= Genin aus Subst. C,)
Nr.14 = ,, 0,03 ,, 3-epi-17-a-Uzarigenin?)
Nr. 15 = ,, 0,03 ,, 3-epi-Digitoxigenin
Nr.16 = ,, 0,2 ,, Fr.10-13, Tab. 12 (enthilt A, M und B)
Nr. 17 = ,, 0,03 ,, Uzarigenin
Nr. 18 = ,, 0,03 ,, Oleandrigenin

Nr. 19 = Gemisch von je 0,03 mg Digitoxigenin, 3-epi-Digitoxigenin, Uzarigenin und Xysmalogin

17) A. KuriTzkEs, J. v. Euw & T. REICHSTEIN, Helv. 42, 1502 (1959).

1) Subst. M (= 3-epi-Digitoxigenin) war nach Pchr in den urspriinglichen Ae- und Chi-
Extrakten A nur in kleinen Mengen anwesend. Etwas mehr war in den Genin-Gemischen ent-
halten, die aus dem Chf-Extr. A nach milder saurer Hydrolyse resultierten, sowie in denjenigen
die aus dem Chf-Alk-(2:1)-Extr. A nach fermentativem Abbau und teilweise auch noch nach
anschliessender saurer Hydrolyse erhalten wurden. Fiir die priparative Isolierung von M wurden
alle vier Konzentrate vereinigt (siehe unten).
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(Cy und E,) erwiesen sich als neue Glykoside: sie wurden als Bullosid und Canno-
dixosid bezeichnet. Ferner wurde noch ein neuntes krist. aber KEDDE-negatives

Glykosid « isoliert.

Tabelle 2. Eigenschaften und Identifizierung dev 9 kvist. aus den Wurzeln von Pachycarpus
distinctus isolierten Stoffe'l)

Smp. [«]p S & | Weitcre Identifizie-
Stoff Formel =5| rung und event.
Hier gefunden | Nach Literatur 5 E Bemerkungen
[
A = Digitoxigenin I 240-250° 250° —
[+18,4 Me] [+ 19,1 Mel*)323)
O-Acetylderivat 11 214-222° 217° —
[nicht best.] [+19,2 Chf]?)
M = 3-epi-Digitoxigenin | V 272-282° 274-282°%) —
[+ 25,3 Me] [+ 26,8 Me]
O-Acetylderivat VI 205-210° 208-210°2%) — | IR.-Spektrum
[+42,9 Chi] [+42,5 Chf]
B = Xysmalogenin . 111 248-258° 230-248° 4)26) — | Tetranitro-
[—-1,1 Py] [+ 19 Alk]}?Y) methanprobe,
[+17,0 Chf]
O-Acetylderivat 1v 242-255° 250-255° %)26) — | 1R.-Spektrum
[~ 4,4 Chi] [—5,9 Chf]?)
C, = Bullosid — 220-223° — + | Nicht ganz rein
[—10,7 Chf] — erhalten?),
UV.-Spektrum,
Hydrolyse
C,; = Cannogenin . VII |145/185/200-210°{145/185/200-210°| —
[—13,5 Chf] [ —15,0Ch{120)29)
O-Acctylderivat . VIIL | 200/215-225° 200/215-225° — | IR.-Spektrum
[+1,1 Me] [0,0 Me]20)29)
D = Pachygenin IX 216-226° 120/216-221° — | UV.- und
[—103 Chf] [-121,6 Chf]%)19) IR.-Spektren
[~ 107 Py]
O-Acctylderivat X 272-282° 278-286" —
[—139 Chf] [-167,7 Chf]4)19)
E, = Cannodixosid . X1V | 208-216° + | UV.- und
[—7,1 Chi] - IR.-Spektren,
Hydrolyse
E, = Sarmentogenin XI 258-266° 265-270° -
[+ 20,0 Me] [+ 21,5 Me]?)
O-Benzoylderivat XIIT | 271-276° 281°
[+24,2 An] [+ 1,4 An]®)
[+ 24,2 An]31)32)
o = Glykosid « . — 180-182° — — | Nicht identifiziert
[+ 35,1 Me] KEDDE-neg.,
UV.- und IR.-
Spektren,
CH-Bestimmung

*) Anmerkungen siehe Seite 2041.
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Die Identifizierung der bekannten Genine geschah nach Smp., Mischprobe,
Drehung, Farbreaktionen und Laufstrecke im Papierchromatogramm. In den ange-
gebenen Fillen (Tab. 2) wurden auch die UV.- und IR.-Spektren verglichen. Ferner
wurden die krist. O-Acetyl- bzw. O-Benzoyl-Derivate bereitet und in gleicher Weise
identifiziert. Die Konstitution von E, konnte durch Hydrolyse ermittelt werden (siehe
unten). Bullosid {C,) enthielt als Zucker ebenfalls Digitoxose, aber vermutlich ein
neues Genin (Bullogenin).

Die bei der Isolierung der krist. Stoffe anfallenden amorphen Anteile waren
ebenfalls Gemische von Geninen mit Glykosiden. Zur Vereinfachung der Trennung
wurde ein Teil dieser Gemische einer milden sauren Hydrolyse unterworfen. Bei den
beniitzten Bedingungen?*) werden im Wesentlichen nur die Glykoside mit 2-Desoxy-
zuckern hydrolysiert. Durch diese Behandlung verschwanden die Flecke C,, E, und
E, aus diesen Gemischen, dafiir traten zwei deutliche Flecke M und O auf, sowie zwei
schwache, K und L. Letztere kénnten wegen der grossen Laufgeschwindigkeit im
Papierchromatogramm Anhydrogeninen entsprechen?®3). Fleck O konnte bisher
keinem bekannten Genin zugeordnet werden. Dieses Material wurde mit drei dhn-
lichen Gemischen vereinigt und diente zur Isolierung von M durch préaparative
Papierchromatographie.

Ausfithrung der priparativen Trennungen.— Ivennung des Ather-Extrakts A.
Von diesem Material (3,00 g) wurden 2,80 g in zwei Portionen an Al,O4 chromato-
graphiert. Dabel liess sich bereits ein Teil der Substanzen B und D in reiner krist.
Form abtrennen. Nochmalige Chromatographie der leicht eluierbaren KEpDE-posi-
tiven Anteile an Al,O, fiihrte auch zur Isolierung von krist. Subst. A. Da die wieder-
holte Chromatographie einzelner Fraktionsgruppen keine brauchbare Trennung mehr
gab, wurden alle amorphen KEDDE-positiven Anteile zu drei Gruppen vereinigt
(vgl. Tab. 11) und durch prédparative Papierchromatographie®) zerlegt. In Tab. 3
ist das Ergebnis dieser Trennung zusammengefasst.

Wie daraus hervorgeht, gelang es, ausser der Subst. Eg, die im Ae-Extrakt A nur
in sehr kleiner Menge anwesend war, alle im Papierchromatogramm nachgewiesenen

22) M. Pesgez, Ann. pharmac. frang. 70, 104 (1952). Diese Reaktion geben alle 2-Desoxyzucker
und Glykoside, die einen 2-Desoxyzucker als Baustein enthalten.

) A. Winpaus & G. STEIN, Ber. deutsch. chem. Ges. 67, 2436 (1928).

) S Rancaswamr & T. RercusTEIN, Helv. 32, 939 (1949).

) H. P. Sicg, Cu. Tamm & T. RercasTEIN, Helv. 36, 985 (1953).
26) R, TscHEscHE & K. H. BRaTHGE, Chem. Ber. 85, 1042 (1952).

27} A. Kurrrzkes, Diss. Basel 1959 und spatere Publikation; J. PoLonia, A. KURITZKES,
Hers. JAGer & T. ReIrcHSTEIN, Helv. 42, 1437 (1959).

28) Unser Priparat Subst. C, enthielt als Verunreinigung noch einen KebppE-negativen Be-
gleitstoff, der sich durch Umkristallisieren nicht vollstindig entfernen liess.

29) C. H. TRABERT, Arzneimittel-Forsch. 70, 197 (1960).

30) W. A. JacoBs & M. HEIDELBERGER, J. biol. Chemistry 87, 765 (1929).

31) Vgl. exper. Teil dieser Arbeit.

32) Da die von Jacoss ef al.3%) angegebene opt. Drehung von derjenigen unseres Priparates
bedeutend abwich, bestimmten wir nochmals die spez. Drehung des von A. LarpoN & T. REICH-
STEIN (Pharmac. Acta Helv. 27, 289 (1952)) bereiteten Di-O-benzoyl-sarmentogenins und fanden
in guter Ubereinstimmung mit obigem Wert: [a}}f = +24,3° 4- 3° (¢ = 0,58 in An).

33) Es ist bekannt, dass sich auch bei milder saurer Hydrolyse kleine Mengen von Anhydro-
geninen bilden kénnen.

36) Vgl. Einleitung zum Exper. Teil.

25
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,/O\C:O I/O\C:O I/O\C=O
v oW oW
) !
PPN N SN P \P g
| OH | | o | OH

RO/\/H\/ RO™ N RO/\/H\/’

I (R = H) Digitoxigenin IIT (R = H) Xysmalogenin?5) V (R = H) 3-epi-Digitoxigenin

F. 250° [+ 19,1 Me]23) F. 250-248° [+ 19 Alk]?) F. 274-282° [ + 26,8 Me]%%)
II (R = Ac) F. 217° IV (R = Ac) I.250-255° VI (R = Ac) F. 208-210°
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VII {R = H) Cannogenin 1X (R = H) Pachygenin XI (R = H) Sarmentogenin
17. 145/185/200-210° ¥.120/216-221° F.265-270° [+ 21,5Me]39)
[~15,0 Chf.]20)29) [121,6 Chf)4)19) X1I (R = Ac) F. 120-160°

VIII (R = Ac) F.200/215-225° X (R = Ac) F. 278-286° [+ 9 Chfl3%)
[0,0 Mej20)29) [—167,7 Chf]?) XIIT (R=Bz) F.281°(+ 14An]??)
[+24,2 An)?1)32)
I H,0%
\/O\Czo
| |
H N
0=C | o o
/\‘/ PR i !
* | OH Ac = CH,-C—, Bz = CgHzC-
- .

/O \/H\/ Die Zahlen in eckigen Klammern
! (’ZHO geben die spez. Drehung fiir Na-
\_ICH CH, Licht in den angefiihrten Losungs-

CH, HSO® ‘w mitteln!!} an.

" ——
—O0— CH,
CH,
XIV Cannodixosid XV p-Digitoxose
F. 208-216° F. 108-110°
[— 7,1 Chf]31) [+ 50,2 W15
34 Katz, Helv. 37, 993 (1948).

Al
35) H. R. BoLLiGER & P. ULricH, Helv. 35, 93 (1952), und frithere Lit. daselbst.
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Tabelle 3. Ausbeuten bei der Tvennung dev amovphen Anleile des Ae-Extr. A durch pripavative
Papievchromatographied?)

Verwendete Erhaltene Menge an Einzelstoffen, roh bzw. in Kristallen
Gruppe -
(Menge in mg) Gy G D E, E, %)
G 1 (360 Eluat roh 0 24 45 0 20 30
ruppe 1 ( mg) daraus krist. 040y 15,3 4 4,2
G 2 (300 Eluat roh 38 0 19 24 20 —
ruppe 2 (300 mg) | 4uraus krist. 11 102 55 0
Eluat roh 0 0 — 25 10 0
Gruppe 3 (406 mg) daraus krist. 0 0

Stoffe dieses Extraktes in Kristallen zu isolieren. Von Subst. C, kristallisierte aller-
dings nur das O-Acetylderivat.

Die relativ geringen Ausbeuten an KEDDE-positiven Substanzen liessen ver-
muten, dass der Ae-Extrakt A grossere Mengen von Begleitstoffen enthalten hat,
die sich an Al,O, von den Cardenoliden nicht trennten. Bei der préaparativen Papier-
chromatographie gelang es auch, einen dieser Stoffe (Subst.o) in Kristallen zu
isolieren (vgl. Tab. 3). Die Anwesenheit weiterer KEDDE-negativer Stoffe konnte
auch bei Betrachtung der Papierchromatogramme im UV.-Licht festgestellt werden.
Es wurde teilweise Fluoreszenz beobachtet und teilweise Absorption (dunkle Zonen
bei Betrachtung im Fluoreszenzschirm bei durchfallendem UV.-Licht39)), und zwar
an Stellen, die mit KEDDE-Reagens keine Fiarbung gaben. Ob es sich um Ester-
glykoside gehandelt hat, wie sie in anderen Asclepiadaceen frither gefunden wurden ),
haben wir nicht untersucht.

Trennung des Ather-Extrakts B. Dieser Extrakt zeigte im Papierchromatogramm
dieselben Flecke wie der Ae-Extr. A. Ausserdem war hier aber zwischen den Flecken A
und B noch ein weiterer schwacher Fleck M sichtbar, mit gleicher Laufstrecke wie
Uzarigenin oder 3-epi-Digitoxigenin (vgl. Fig. 8 und 9). Fast das gesamte Material
{3,40 g) wurde an AlL,O; chromatographiert. Dabet liess sich wieder ein Teil der
Substanzen B und D in reinen Kristallen abtrennen. Daneben gelang es hier erstmals
geringe Mengen der Substanz C, zu kristallisieren. Ferner wurde ein rohes Kristallisat
erhalten, das als Hauptkomponente E, ¢nthielt, verunreinigt mit etwas C; und D.
Ein Teil der Mutterlaugen und amorphen Gemische wurde wieder durch priparative
Papierchromatographie zerlegt. Dabei liessen sich weitere Mengen von C;, E, und C,
in reiner krist. Form isolieren. Die Fraktionen der Al,Os,-Chromatographie, die M

37) 0 bedeutet: Der Stoff war im Gemisch nicht enthalten; — bedeutet: Die entsprechende
Zone wurde nicht eluiert.

38) Glykosid o gab mit KEDDE-Reagenz keine Farbung. Es liess sich nur in hoher Konzen-
tration bei Betrachtung der Papicrchromatogramme im UV.-Licht durch den Fluoreszenzschirm
lokalisieren31)39).

3%) E. von ArRx & R. NEHER, Helv. 39, 1664 (1956).

40) Das O-Acetyl-Derivat kristallisierte.

4) Vgl J. W. CornFORTH & J. C. EARL, J. chem. Soc. 7939, 737. Ferner Diss. J. M. po Nasci-
MENTO, Basel 1959; Eva ABisch, CH. Tamm & T. REICHSTEIN, Helv. 42, 1014 (1959), und friihere
Lit. daselbst.
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enthielten, wurden mit dhnlichen Gemischen (aus Hydrolyse von Chf-Extr. und Chf-
Alk-(2:1)-Extr.) (siche unten) vereinigt und daraus durch priparative Papier-
chromatographie reines M in Kristallen isoliert.

Untersuchung des Chloroform-Extrakis A. Dieses Material enthielt nach Papier-
chromatogramm neben kleinen Mengen von A, B, C,, C, und E, vor allem D, E,,
Es, N und P. Ein Teil (3 g) wurde an Al,O, chromatographiert, worauf sich Sub-
stanz D, mit wenig E, verunreinigt, in Kristallen abtrennen liess. Alle verbliebenen
amorphen Anteile des Chromatogramms enthielten Gemische von 2-5 Stoffen und
zeigten zudem positive Xanthydrol-Reaktion??). Sie wurden daher vereinigt und
einer {iblichen sauren Hydrolyse mit 0,058 H,SO, in wisserigem Methanol unter-
worfen??) 12} Nach Entfernung des Methanols wurde wie iiblich fraktioniert, mit Ather,
dann mit Chloroform ausgeschiittelt und die verblicbene wisserige Phase mit BaCO,
neutralisiert und eingedampft. Dabei resultierten die in Tab. 4 genannten C-Extrakte.

Tabelle 4. Evgebnis der milden sauven Hydrolyse von 2,0 g amorphen Anteilen aus Chf-Exty. A1)

Menge | KEppE- | Xanthydrol-

i 12) 42
in mg | Reaktion| Reaktion Flecke im Pchr’#)7)

AeExtr.C . . . . 430 ++ - (K), (L), (A), M, (B), O, C;, D
Chf-Extr.C . . . . | 1150 ++ - (A), (M), (B), O, C;, D, E,, N, P
W-Phase C 220 + ++ 34 Flecke®)

= roher Zucker .

Die Ae- und Chf-Extrakte C zeigten im Papierchromatogramm (vgl. Fig. 3 und 5)
insgesamt 11 Flecke. Hier fehlten aber die Flecke der Substanzen C,, E, und E,,
die im urspriinglichen Chf-Extr. A nachweisbar waren. Wir vermuten daher, dass
es sich bei C,, E; und E; um Glykoside eines Desoxyzuckers (Digitoxose) gehandelt
hat. Dafiir waren bei der Hydrolyse vier neue Stoffe (K), (L), M und O entstanden.
Die Identifizierung von M (= 3-epi-Digitoxigenin) ist bereits erwdhnt. Wir vermuten,
dass es sich bei O ebenfalls um ein Genin gehandelt hat, das vielleicht aus E, ent-
standen ist. Bei K und L konnte es sich (auf Grund der geringen Polaritit) um
Anhydroderivate gehandelt haben3). Der Ae-Extr. C und der Chf-Extr. C wurden
an ALO, chromatographiert. Es gelang dabei aber nicht, Kristalle zu erhalten; alle
Fraktionen waren Gemische. Die Anteile, die M enthielten, dienten zur Isolierung
dieses Stoffes durch priap. Papierchromatographie.

Das Material der Wasser-Phase C (roher Zucker) enthielt noch KEDDE-positive
Anteile. In den zwei von RENKONEN ¢! a/.4%) angegebenen papierchromatographischen
Systemen liess sich mit Anilinphtalat#¢) nur Digitoxose sicher nachweisen. Eine Iso-
lierung in reiner Form gelang jedoch nicht.

Untersuchung des Chloroform-Extrakies B. Dieser Extrakt zeigte im Papier-
chromatogramm genau dieselben Flecke wie der Chf.-Extr. A. Durch Chromato-

41a) Unter diesen Bedingungen werden vorwiegend nur Glykoside von 2-Desoxyzuckern
gespalten.

12) Entwickelt mit KEDDE-Reagens19).

43) Diese 3—4 schwachen KeEDDE-positiven Flecke zeigten alle eine kleinere Laufstrecke als
P. Mit Anilinphtalat?¥) war nur der Fleck der Digitoxose deutlich.

4} S. M. PArRTRIDGE, Nature [London] 764, 443 (1949).

45) O. RENKONEN & O. ScHINDLER, Helv. 39, 1490 (1956).
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graphie an Al,O, liessen sich weitere Mengen E, und D in fast reiner krist. Form
isolieren. Eine weitere Trennung erfolgte nicht.

Orientierende Untersuchung der Chf-Alk-Extrakte. — Der Chf-Alk-(2:7)-
Extr. A zeigte im Papierchromatogramm (vgl. Fig. 7) 7 Flecke: (N), P, Q, (R), S,
(T) und (U)12)16), Ein Teil dieses Materials (10,5 g) wurde mit Tara-Amylase)
in CO,-Atmosphire fermentiert. Dabei trat teilweiser Abbau zu weniger polaren
Stoffen ein, die sich bei anschliessender Verteilung zwischen Wasser und Chloroform
mit letzterem ausschiitteln liessen. Die in Wasser verbliebenen stark polaren Anteile
(hauptsichlich unveridnderte Glykoside) wurden anschliessend mit Chloroform-
Alkohol-Gemisch ausgeschiittelt (D-Extrakte). Genau gleich wurden Proben (je 1 g)
des Chf-AlR-(2:7)-Extr. B und des Chf-Alk-(3:2)-Extr. B fermentiert. Die daraus
erhaltenen Produkte wurden als E-Extrakte und F-Extrakte bezeichnet. Uber die
erhaltenen Ausbeuten orientiert Tab. 5. Dort sind auch die Flecke angegeben, die
das entsprechende Material in Papierchromatogrammen liefert.

Tabelle 5. Evgebnis dev Fermentierung von 3 Chlovoform-Alkohol-Extrakten
(enth. stark polarc Glykoside)12)16)

Eingesctzt Daraus erhalten
Chf-Alk-(2:1)-Extr. A | Chf-Extr. D Chf-Alk-(2:1)-Extr. D
10,5¢g 2,44 g 4,05¢g —

(N, P,Q, (R), S, (T), U} (A), M, B, C, Gy, D,

(E)), By, (Eg), N, P

N), P,Q, (R), S, (1), U

Chf-Alk-(2:1)-Extr. B | Chi-Extr. E Chf-Alk-(2:1)-Extr. E | Chf-Alk-(3:2)-Extr. E
1,0g 0,303 g 0,490 g 0,085 ¢
N,P,Q, (R),S (A), (M), (B), Cy,

C1 D, (Ey), Ey, (Ey)

N, P,Q, (R), S

(N, (P), (Q), R, S, (U),(V)

Chi-Alk-(3:2)-Extr. B
1,0 g
S, (T), 0,V

Chf-Extr. F

Chf-Alk-(2:1)-Extr. F
0,271 g
(N), (P), (Q), S, (T)

Chi-Alk-(3:2)-Extr. F
0,139 g
S, (1), U,V

Wie ersichtlich, sind beim fermentativen Abbau alle Stoffe gebildet worden,
die auch schon in den urspriinglichen Ae- und Chf-Extrakten A und B anwesend
waren. Aus dem Chf-Extr. D wurden nach Chromatographie an SiO, die Genine B
und D, sowie das KEDDE-negative Glykosid «, auch in Kristallen erhalten. Die Misch-
fraktionen, die M enthielten, wurden ebenfalls fiir die priparative Isolierung dieser
Substanz beniitzt. Die amorphen Anteile zeigten wieder positive Xanthydrol-Re-
aktion®3) auf 2-Desoxyzucker. Ein Teil davon, der nur die Flecke (C,), (C,), D, E,,
E,, E; und P zeigte, wurde wieder mild hydrolysiert. Auch hier verschwanden dabei
die Flecke C,, E, und Ej, und die Flecke (K), (M) und O traten neu auf, genau wie
dies bei den analogen Hydrolysen mit Material aus dem Chf-Extr. A beobachtet
worden war. Ausserdem wurden hier aber bei der Hydrolyse auch noch die Stoffe A
und B gebildet. Somit diirften auch die Genine A und B teilweise an 2-Desoxy-
zucker gebunden vorliegen. Auch das bei dieser Hydrolyse erhaltene Material wurde

46) Ein Fermentpriaparat aus Aspergillus ovyzae, bezogen von der ScHwEIz. FERMENT AG,
Basel.
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zur Isolierung von M verwendet. Als Zuckerkomponente war im wasserldslichen Teil der
Hydrolyse auch hier nur Digitoxose im Papierchromatogramm sicher nachweisbar.

In den Chf-Alkohol-Extrakten D, E und F waren im Papierchromatogrammni
jeweils dieselben Stoffe nachweisbar wie in dem Ausgangsmaterial, das zur Fermen-
tierung verwendet worden war. Wir glauben daher, dass die Fermentierung nicht
vollstindig gewesen ist. Damit steht im Einklang, dass wizderholte Fermentierungen
mit solchem Material stets zum Abbau eines weiteren Teils der Glykoside fithrten.
Die Mchrzahl der 8 Flecke N, P, Q, R, S, T, U und V diirften demnach Derivaten
der Stoffe A-E, entsprechen, die 1 oder 2 Mol p-Glucose glucosidisch gebunden ent-
halten. Es ist aber durchaus méglich, dass einzelne der 8 genannten Flecke noch nicht
einheitlich waren, sondern zwei oder mehrere solche Stoffe enthalten. Tab. 6 gibt
eine Ubersicht iiber die Ausbeuten an isolierten Kristallen, sowie eine Schitzung
der in den Wurzeln wirklich vorhandenen Mengen??).

Tabelle 6. Ausbeuten an hkvist. Stoffen sowie Schitzung der in den Wurzeln wirklich vorhandenen

Mengen
In Krist. Schatzung in 1,94 kg
Gef. . Identifizierung N isoliert8) Wurzeln wirklich
in Stoff | krist. oder Name Formel Menge enth. Menge™)
in mg{ in % in mg in 9,
o + Glykosid o . . . . . — 8 10,0004 ? 749)
A -+ Digitoxigenin . . . . [ 1 16 10,001 30 0,004
T M + 3-epi-Digitoxigenin .| V 14 {0,001 60 0,003
| B + Xysmalogenin . . . . I11 180 .|0,01 450 0,023
woH Cy + Bullosid . . . . . . — 30 {0,002 80 0,004
;:: b7 C, + Cannogenin . . . . . VII 30 10,002 100 0,005
= @ D + Pacbygenin . . . . .| IX 500 10,026 1100 0,057
0 E, + Cannodixosid . . . .| XIV 20 10,001 200 0,01
E, + Sarmentogenin . . .| XI 61 10,003 300 0,04
l E, — — — — — 400 0,02
N — — -— — — 300 0,015
P — — — — — 200 0,01

Besprechung der isolierten Stoffe. — Durch die erwdhnten Identifizierungen
ist der Bau der Stoffe A, M, B, C;, D und E, aufgeklirt. Die iibrigen werden hier
kurz besprochen.

Bullosid (Cy). Von diesem Stoff stand nur wenig zur Verfiigung, so dass auf eine
Analyse verzichtet werden musste. Die Kristalle zeigten im Papierchromatogramm
nur einen Fleck, waren aber vermutlich trotzdem nicht ganz einheitlich). Das

4%) Es sind hicr nur die Stoffec aus den Ae- und Chf-Extrakten A und B beriicksichtigt, also
vorwiegend Genine und Monoglykoside. Grossere Mcngen dieser Stoffe finden sich glucosidisch
mit p-Glucose verkniipft in den stark polaren Chf-Alk-(2:1)- und -(3:2)-Extrakten. Beriicksich-
tigt man diese Anteile, so ist der wirkliche Gehalt viel hdher.

4%) Dort, wo zur Isolierung nur ein Teil der vorhandenen Extrakte herangezogen wurde,
haben wir die Ausbeute auf die ganzen 1,94 kg Wurzeln umgerechnet.

49) Glykosid o wurde nur zufallig isoliert. Eine Schitzung der wirklich vorhandenen Menge
ist nicht moglich.

50) Sie enthiclten etwas KEDDE-negatives Material, das im Papierchromatogramm nicht
sichtbar gemacht wurde.
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UV .-Spektrum (Kurve C, in Fig. 11) zeigte nur das Maximum des Butenolidringes
deutlich. Wir vermuten, dass keine Aldehyd- oder Keto-Gruppe anwesend ist. Die
schwache Schulter bei ca. 270-285 my (log ¢ = ca. 1,41) rithrt vermutlich von einer
kleinen Menge einer stark absorbierenden Verunreinigung her®). Entsprechend der
positiven Xanthydrol-Reaktion??) liess sich Bullosid bereits unter sehr milden Be-
dingungen?) sauer hydrolysieren. Die im Mikromaflstab durchgefiihrte Reaktion
gab einen Zucker, der nach Papierchromatogramm mit Digitoxose identisch war.
Aus dem rohen Genin liess sich nur eine Spur einer KEDDE-negativen Verunreinigung
kristallisieren. Das amorphe Genin zeigt im Papierchromatogramm (Nr. 13 in Fig. 8
und 9) eine dhnliche Laufstrecke wie Digitoxigenin, war aber mit keinemn der in
Fig. 8 und 9 zum Vergleich beniitzten Genine identisch. Wir vermuten, dass es ein
noch unbekanntes Genin darstellt, das eine dhnliche Bruttoformel wie Digitoxigenin
besitzt. Mit Trichloressigsiure-«Chloramin»-Reagens??)%3) gab es gelbe Fluoreszenz
wie normale (17§-)Cardenolide®) und mit SbCl; auf Papier (nach 10 Min. Erhitzen
auf 70°) nur eine ganz leicht braunliche Fluoreszenz, wihrend 16-Hydroxy- (oder
16-Dehydro)-cardenolide eine intensiv blaue Fluoreszenz liefern®?). Bullosid (C,)
zeigte im Papierchromatogramm (Fig. 3 und 4) eine merklich kleinere Laufstrecke
als Digitoxigenin-§-p-digitoxosid (= Evatromonosid)?!8).

Cannodixosid (E,;). Auch bei diesem Glvkosid musste von einer Analyse abge-
sehien werden. Im UV. (Fig. 11, Kurve E;) war in Alkohol nur das Maximum des
Butenolidringes deutlich, zwischen 270 und 290 mu war noch eine Schulter (log & =
ca. 1,50) sichtbar, die der Aldehydgruppe entsprechen diirfte, ohne ihre Anwesenheit
zu beweisen?®). Das IR.-Spektrum in KBr (Fig. 12) zeigte jedoch neben den drei
Hauptbanden des Butenolidrings (5,63; 5,75 und 6,18u) eine Carbonylfunktion
(Schulter bei ca. 5,83 u) und auch die CH-Streckschwingung einer Aldehydgruppe
bei ca. 3,70 u. Letztere liegt normalerweise®) bei ca. 3,68 u. Beim Cannogenin und
seinen Derivaten wurde sie bisher immer bei ca. 3,72-3,78 gefunden?). Milde saure
Hydrolyse des Cannodixosids im Mikromalstab lieferte einen Zucker, der papier-
chromatographisch mit Digitoxose (XV) identifiziert wurde. Das Genin war nach
Papierchromatogramm mit Cannogenin (VII) identisch. Die molekulare Drehung des
Cannodixosids (Tab. 7) steht mit Formel XIV in Einklang. Es wurde daher ange-
nommen, dass es sich um D-Digitoxose handelt??), und dass die Verkniipfung
zwischen Zucker und Aglykon entsprechend der Regel von KLyNE?®) hier §-glyko-
sidisch ist.

51y ‘Weniger reine Priparatc zeigten bei 276 mpy ein Maximum, das beim Umkristallisieren
immer schwicher wurde.

52) K. B. Jensexn, Acta Pharmacol. Toxicol. 9, 99 (1953); Verhiltnis der Volumina nach
¥. Karser, Chem. Ber. 88, 556 (1955).

58) J. A. Russiyr, O. ScHiNnDLER & T. Re1cHsTEIN, Helv, 43, 167 (1960).

54 H. JAGER, O. ScHINDLER & T. REIcHSTEIN, Helv. 42, 977 (1959), und frithere Literatur
daselbst.

55) Bei Apocannosid und Cynocannosid??)?®) erhielten wir im UV. auch relativ schwache
Maxima fiir den Butenolidring (ca. 4,14 statt 4,22). Auch das Maximum der Absorption der
Aldehydgruppe lag kurzwelliger als bei Strophanthidin- und Corotoxigenin-Derivaten.

56} L. J. BELLamy, The Infrared Spectra of Complex Molecules, London 1954, p. 136.

57) r-Digitoxose ist bisher in der Natur noch nicht beobachtet worden.

58) W. KLY~NE, Biochem. J. 47, XLI (1950).
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Tabelle 7. Bevechnung dev molekulaven Drehung von Cannogenin-f3-D-digitoxosid

Stoff M,%9)
Cannogenin . . . .o . . . . . .| Gef. —58° 4 8°(Chi)
f-p-Digitoxosido- Rest .o o« o o . .y Ber. —21° 4 18° (Chf)%9)
Cannogenin-§-b- d1g1t0x051d (}xIV) .« .| Ber. —79° 4+ 26° (Chf)
Cannodixosid . . . . . .« « . .| Gef. —37° 4L 21° (Chf)

Glykosid o. Bei diesem Stoff handelt es sich nicht um ein Cardenolid. Die Analyse
passte gut auf eine der Formeln C,,H,,Of oder C4eHyOq. Das UV.-Spektrum in
Alkohol (vgl. Fig. 11) zeigte bei 197 my das Maximum einer vermutlich trisubsti-
tuierten Doppelbindung mit log &= 3,86. Daneben enthilt es noch ein weiteres
Maximum bei 276 mu (log & = 2,22). Letzteres stammt vermutlich von einer unbe-
kannten Verunreinigung. Das IR.-Spektrum in KBr ist im Carbonylbereich prak-
tisch leer (vgl. Fig. 13). Die Substanz gab mit BarToN-Reagens®®) keine Fiarbung
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Fig. 11. UV.-Absorptionsspektven in Alkohol 8%)

C, = Bullosid, Smp. 220-223°, Maximum bei 216,5 mu (log & = 4,02, ber. auf Cy1,,0, entspr.
M = 504,6), Schulter bei 270-285 my (log ¢ = ca. 1,41).

E, = Cannodixosid, Smp. 208-216°, Maximum bei 216 my (log ¢ = 4,10, ber. auf C,3H,,04 entspr.
M = 518,6), Schulter bei 270-290 myu (log e = ca. 1,50).

o = KEpDE-negatives Glykosid o, Smp. 180-182°, Maxima bei 197 mu (log ¢ = 3,86) und 276 mu
(log & = 2,22, ber. auf Cy;H,,Of entspr. M = 464,6).

59} [M)p = 0,01 -M - [alp ; M = Mol.-Gewicht.

80) Berechnet aus Differenz von [M]p in Chf fiir Helveticosid = +139° 4 11” 81) und Stro-
phanthidin = +160° 4 7° 82),

81y 'W. Nacata, Cu. Tamm & T. RercustiiN, Helv. 40, 41 (1957).

62) . Licutr, Cu. Tamm & T. Re1cHSTEIN, Helv. 39, 1914 (1956).

63) G. M. Barton, R. S. Evans & J. A. F. GARNIER, Nature [London] 770, 249 (1952).

64} Aufgenommen von den Herren A. SieeeRr und P. BUHRER unter der Leitung von Herrn
K. Sticu; die UV.-Spcktren mit eincm BECKMAN-Spektrophotometer, Mod. DK 2, in N,-Atmo-
sphiire, die IR.-Spektren mit einem PERKIN-ELMER-Double-beam IR.-Spektrophotometer, Mod. 21.
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Kurve 2732 = Prédparat aus Pachycarpus distinctus (1,20 mg pro Pastille). Kurve 2733 = teil-
synthetisches Priparat, um 109, nach unten versetzt
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und sublimierte bei 0,01 Torr und 180-182° nur sehr langsam. Die Xanthydrol-
Probe??) war negativ. Nach energischer saurer Hydrolyse war im Papierchromato-
gramm nur Glucose nachweisbar. — In der Pflanze diirfte Glykosid « nicht nur als
solches, sondern auch mit noch mehr gebundener Glucose vorgelegen haben, da es
auch nach Fermentierung des Chloroform-Alkohol-(2:1)-Extrakts isoliert werden
konnte.

Von den iibrigen drei Stoffen, E;, N und P, die in den Ae- und Chf-Extrakten
papierchromatographisch nachgewiesen waren, diirfte E; ein Glykosid eines 2-Desoxy-
zuckers (evtl. Digitoxose) darstellen. Die polaren Stoffe N und P konnten bisher mit
keiner bekannten Substanz in Beziehung gebracht werden. Dasselbe gilt fiir die noch
stiarker polaren Stoffe Q, R, S, T, U und V der Chf- und Chf-Alk-Extrakte. Nach den
Resultaten der Fermentierversuche diirften sie jedoch Glucoside darstellen, die
D-Glucose gebunden enthalten.

Diskussion der Ergebnisse. — Die bisherigen Resultate zeigen, dass die Wurzeln
von Pachycarpus distinctus relativ reich an Cardenoliden sind. Ein Teil davon liegt
in Form freier Genine und schwach polarer Monoglykoside vor, von denen zwei
nur Digitoxose als Zucker enthalten. Die Hauptmenge besteht aus stark wasser-
16slichen Glykosiden, die vermutlich Derivate der oben genannten Stoffe mit 1-2 Mol
glykosidisch gebundener D-Glucose darstellen. Tab. 8 zeigt einen Vergleich mit dem
verwandten Pachycarpus schinzianus?). Daraus ist ersichtlich, dass einige Stoffe

Tabelle 8. Vergleich dev Genine und Monoglykoside mit 2-Desoxyzucker
aus zwet Pachycarpus-Arten

Pachycarpus | Pachycarpus

Stoff distinctus schinzianus

Cymarin . . . . .
Digitoxigenin. . . . . .
3-epi-Digitoxigenin . . .
Uzarigenin . . . . . . .
Xysmalogenin . . . . .
Bullosid . . . . . . . .
Cannogenin . . . . . .
Carpogenin. . . . . . .
Pachygenin e
Pachygenol . . . . . .
Cannodixosid . . . . .
Sarmentogenin

I+ b+ 4+

I e S
[+ +

in beiden Arten vorkommen, so Digitoxigenin, 3-epi-Digitoxigenin, Xysmalogenin
und Pachygenin; andere konnten bisher nur in einer der beiden Arten aufgefunden
werden. Dies kénnte teilweise daran liegen, dass die Trennung dieser Stoffe recht
schwierig ist®%). Cannogenin und Carpogenin oxydieren sich ausserdem besonders
rasch an der Luft. In Pachycarpus distinctus haben wir jedoch speziell noch den
Flecken des Cymarins, Pachygenols und Carpogenins gesucht und bei den entspre-
chenden Chromatogrammen die reinen Stoffe zum Vergleich mitlaufen gelassen, ohne

65) Uzarigenin und 3-epi-Digitoxigenin zeigen im Papierchromatogramm sehr dhnliche Lauf-

strecken, lassen sich aber im System Be/Fmd (Fig. 10) eindeutig differenzieren. Uzarigenin war
in P. distinctus bisher nicht nachweisbar.
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sie entdecken zu kénnen. Wir glauben daher, dass sie abwesend waren. Beim Canno-
genin besteht die Moglichkeit, dass es in P. schinzianus anwesend war, aber nicht
entdeckt wurde, weil dieser Stoff zur Zeit der Untersuchung der Pflanze noch nicht
bekannt war. Die zwei Pachycarpus-Arten unterscheiden sich demnach in der Zu-
sammensetzung der Genine der von ihnen produzierten Cardenolide deutlich. Auch
im Zuckeranteil sind Unterschiede merklich. Bei P. distinctus iiberwiegt als Desoxy-
zucker die Digitoxose und bei P. schinzianus die Cymarose. In einer dritten Pachy-
carpus-Art ) sind frither {iberhaupt keine Cardenolide, sondern viel Esterglykoside
vom Sarcostin-Typ gefunden worden.

‘Wir danken dem SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS fiir einen Beitrag an die Kosten dieser
Arbeit, sowie Herrn Dr. EKKEHARD WEISsS fiir seine Hilfe bei der Abfassung des Manuskripts.

Experimenteller Teil

Allgemeines., — Alle Smp. sind auf dem KoFLER-Block bestimmt und korrigiert. Fehler-
grenze in beniitzter Ausfithrungsform bis 200° ca. 4 2°, dariiber ca. 4 3°. Substanzproben zur
Bestimmung der opt. Drehung und zur Aufnahme der UV.- und IR.-Spektren wurden 45 Min.
bei 60-70° und 0,02 Torr getrocknet. Die Adsorptionschromatographie wurde nach dem Durch-
laufverfahren®?) an Al,0, (WoEkLM, neutral®®), wenn nichts anderes angegeben) durchgefiihrt.
Ausfithrung der Papierchromatogramme von Cardenoliden®) und Desoxyzuckern®) der Xanthy-
drol-Reaktion??), der Farbreaktion mit 84-proz. H,S0,?} und der KeEpDE-Reaktion!®) nach
fritheren Angaben.

Fiir Losungsmittel wurden folgende Abkiirzungen verwendet: (Ac),O == Acetanhydrid,
AcOH = Eisessig, Ae = Didthylither, Alk = Athanol, An = Aceton, Be = Benzol, Bu = n-
Butanol, Chf = Chloroform, Cy = Cyclohexan, Fmd = Formamid, «Gemisch» = Chf-Me—AthyI—
acetat-(1:1:1), Me = Methanol, Mek = Methylithylketon, Pe = Petrolather, Pgl = Propylen-
glykol, Py = Pyridin, Thf = Tetrahydrofuran, To = Toluol, W = Wasser. Ferner bedeuten
ML = eingedampfte Mutterlauge und Pchr = Papierchromatographie oder Papierchromato-
grammy(e). Die Verhiltniszahlen bezichen sich stets auf Volumteile.

Ausfihrung dev Acetylierungen. a mg Substanz wurden mit 10a mg Py und 8a mg (Ac),0
48 Std. bei 20° im Dunkeln stehengelassen. Dann wurde im Vakuum zur Trockne eingedampft,
der Riickstand in Ae-Chif-(4:1) aufgenommen und nacheinander mit 25 HCI1 (2mal), W, 2N Na,CO,
und W gewaschen, iiber Na, SO, getrocknet und eingedampft.

Ausfiithvung dev milden sauven Hydrolyse®). 3 mg Glykosid wurden in 1 ml Me geldst, mit
1 ml 0,1~ Hy,SO, versetzt und 30 Min. unter Riickfluss gekocht. Dann wurde mit 1,5 ml W ver-
diinnt und das Me im Vakuum abdestilliert. Die verbleibende wisserige Lésung wurde 30 Min.
auf 65° erwirmt, abgekiihlt und viermal mit Chf oder Chf-Ae-(1:4) ausgeschiittelt. Die organi-
schen Ausziige wurden mit W, 10-proz. KHCO,;-Losung und W gewaschen, iiber Na,50, ge-
trocknet und im Vakuum eingedampft (Geninteil). Die wisserige Losung sowie das erste Wasch-
wasser wurden vereinigt, im Vakuum von Chf-Resten befreit und mit frisch bereitetem, neutral
gewaschenem BaCOj neutralisiert. Die neutrale, klar zentrifugierte Losung wurde im Vakuum
eingedampft. Der Riickstand (Zuckerfeil) diente fiir die papierchromatographische Unter-
suchung %).

Ausfiihvung dev priparvativen Papievchromatographie. Diese wurde auf WHATMAN-Nr. 1-Papier
(19x46 cm) nach frither beschriebener Methode?®®) ausgefiihrt. Auf den fertig entwickelten,
getrockneten Papieren liessen sich die Substanzzonen meistens schon durch Betrachten im UV.-

88} Pachycarpus lineolatus (DECNE) BULLOCK, vgl. Eva ABIscH, CH. Tamm & T. REICHSTEIN,
Helv. 42, 1014 (1959).

87) T. REICHSTEIN & C. W. SaorpeE, Discuss. Farad. Soc. 7949, 305.

68) M. WoeLM, Eschwege (Deutschland).

$9) H. HrGepUs, CH. TamMm & T. REICHSTEIN, Helv. 36, 357 (1953); E. SCHENKER, A. HUN-
GER & T. REICHSTEIN, Helv. 37, 680 (1954); O. ScminpDLER & T. ReicHsTEIN, Helv. 34, 108
(1951).

%) Ausfithrung nach J.v. Evw & T. RercHsTEIN, Helv. 37, 883 (1948).
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Licht am Fluoreszenzschirm lokalisieren3?)3). Zur Kontrolle wurden von den Rindern noch
schmale Streifen abgeschnitten und mit KEnpDDE-Reagens bespriiht. Das Eluieren mit wisserigem
Me und die Reinigung der Extrakte durch Ausschiitteln geschah wie frither?!) beschrieben. Die
so erhaltenen Rohextrakte wurden in den meisten Fillen noch grob an SiO,72) chromatographiert.

Extraktion der Wurzeln. — Probe a). 960 g trockene Wurzelscheiben wurden pulverisiert,
mit 3 Litern W und wenig To vermischt und 2 Tage bei 30° stehengelassen. Dann wurde wie
iiblich®) mit wisserigem Alk steigender Konzentration (50-959%,, achtmal) erschépfend extrahiert,
konzentriert und mit frisch bereitetem Pb(OH), gereinigt. Das Filtrat wurde bei pH = 6 im

Tabelle 9. Chromatographie von 1,00 g Ae-Extr. A (1. Povtion) an 30 g Al,0,

Eindampfriickstand
Frak-1 4 ittel h Kris Me-A ;
tions. | osungsmitte 1o rist. aus Me-Ae Weitere
Nr. (je 100 ml pro Fr.) Menge | KeppE-R., bzw. [Menge| Smp. |Fleckel?) Verarbei-
in mg| Flecke im Pchr’?) [inmg| °C |im Pchr| tung™)
1-4 Be bis
Be-Chi-(95:5) 5 negaftiv — - - verworfen
5 » s ~(90:10) ,
p; " 1si2s) } 32| A — — — ALO,
7-8 | . ., -(50:50) 136 | B, (Cy 28 |248-260| B (Gr. 1)

9 o -(30:50)

10l Cht } 128 B,C,D 33 |225-235| (B),D | (Gr.1)
11-12| Chf 74 | D, (B,) 15 |225-235| D (Gr. 1)
13-16| Chi-Me-(99:1)

bis -(95:5) 159 | C, D, (By), By Byl — - - Gr. 2
17-20| ., ., -(90:10) 55 | (D), E, Ey E, - - - Gr. 3
21-26| «Gemisch» mit
1-4%, AcOH 330 (E,), (Eg) — — — verworfen

Vakuum vom Alk befreit und wie frither beschrieben mit Ae, Chf, Chf-Alk-(2:1) und -(3:2) frak-
tioniert ausgeschiittelt. Tab. 1 gibt cine Ubersicht {iber die hierbei erhaltenen Rohcxtrakte
(Extrakte A), sowie ihre Untersuchung durch Pchr. Der rohe Ae-Extrakt A wurde noch durch
Verteilung zwischen 80-proz. Me und Pe entfettet («gereinigter Ae-Extrakt A» und Pe-Extrakt A).

Probe b). 980 g trockene Wurzelscheiben wurden nach der oben beschriebenen Methode extra-
hiert?™). Beim Abdecstillieren des Alk fielen 56,6 g gelbliches Material in Flocken aus. Es war
KeDDE-negativ, leicht 16slich in Pe und wurde nicht weiter untersucht. Die tritbe, wissecrig-
alkoholische Losung wurde wie bei Probe a) weiterbearbeitet und lieferte die in Tab. 1 genannten
Extrakte (Extrakte B).

Untersuchung des Ather-Extraktes A. 2,80 g des gereinigten Ae-Extr. A (entspr. 880 g
Wurzeln; nach Pchr die Stoffe A, B, (C,), C;, D, (E,), E, und (E;)!2) enthaltend) wurden in zwei
Portionen an Al,O; chromatographiert (vgl. Tab. 9 und 10).

Total resultierten 76 mg reines B und 135 mg reines 1D sowie 33 mg Mischkristalle (B-+ D).
Die Verarbeitung der amorphen Anteile und ML geschah wie folgt:

Die Fr. 5-6 (Tab. 9) und 10-11 (Tab. 10) wurden zusammen mit der ML von Fr. 12 (Tab.10)
an 1,0 g AL,O, chromatographiert. Dic mit Be-Chf-(75:25) bis Chf eluierten Anteile (24 mg) gaben
aus Me-Ae 15,2 mg reine Subst. A, nach Umkristallisieren farblose Prismen, Smp. 240-250°.

1y Vgl. z. B. W. Scamip u. Mitarb.4), bes. S. 108-109.

72) Korngréosse 0,15-0,3 mm.

73} Ausgefiithrt von Herrn R. G6scHKE. Vor der Extraktion mit wisserigem Alk wurde nur
3 Std. ohne To-Zusatz bei 20° in W weichen gelassen.
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Tabelle 10. Chromatographie von 1,80 g Ae-Exty. A (2. Povtion) an 60 g ALO,
Eindampf{riickstand
Frak- . - roh Kristalle aus Me-Ae
tions Losungsmittel - ook Weitere
(je 200 ml pro Fr.) KEDDE-R. bzw. ecke .
Nr. M;:nge Flecke im Pchr l\l./IneIIfe SZHCPA im Verarbeitung™)
inmg 1) g Pchri)
1-9 Be bis
Be-Chf-(95:5) 10 | negativ — — — verworfen
10-11| Be-Chf-(90:10) 49 | A — — — Al O,
12-13 o =(90:10) 821 A B, (Cy) 16 | 248-260 B (ALOz u. Gr. 1)
14-16 . -(90:10) 88 | B, C; 20 | 248-260 B (Gr. 1)
17-19{ ,, ,, -(90:10) 51 B, C,, D, (Ey) — - — Gr. 1
20-23 » s ~(75:25) 82| B, C., D, (E,) — — Gr. 1
24y ,, ,, -(50:50) 62| B, C, D, (Ey) 12 | 245-255 B (Gr. 1)
25-28 s s =(30:50) 211 B, C,DE, 40 | 220-230 D (Gr. 1)
29-36| ,, ,, -(50:50)
bis Chf 295 | D,E,E, E, 80 |220-230 D (Gr. 3)
37-43| Chf-Me-(99:1)
bis -(95:5) 250 | Cy, Ey, E,, E,y — - — Gr. 2
4447 Chf-Me-(90:10)
bis -(75:25) 112 | E,, E, E; — — — Gr. 3
48-56| «Gemisch» I ca
+1-49%, AcOH § 500 (E,), (E,) - — — verworfen

Versuche aus weiteren Fraktionsgruppen von Tab. 9 und 10 durch wiederholte Chromatographie
an Al,O; noch krist. Stoffe zu isolieren, fithrten lediglich zur Gewinnung von 5 mg reinem B,
Smp. 248-258° und zur Abtrennung von 165 mg KEDDE-negativem Material. Daher wurden
alle amorphen KEDDE-positiven Anteile und ML, welche die Stoffe B, C,, C,, D, E;, E; und E,
enthielten, wie in Tab. 11 angegeben in drei Gruppen vereinigt und durch prap. Pchr®$)39) getrennt.

Die ausgeschnittenen Zonen wurden wie frither®%) extrahiert und die Extrakte von Fmd
befreit. Die Ausbeuten an solchen rohen Eluaten sind aus Tab. 3 (Theoret. Teil) ersichtlich,

Tabelle 11. Zusammenfassung dev amoyphen Anteile des Ae-Extv. A in dvei Gruppen
quy Trennung duvch pyip. Pchy

Verwendetes Material

Priaparative Papierchromatographie

Gr. [Menge Zahl Lauf-
Nr. in rr% Flecke im Pchr der System zeit Bemerkungen
’ € Papiere in Std.

1 360 | B, Cy, D, (E,) 60 Be-Chf-(7:5)/Fmd | 10-11 B abgetropft

2 | 300 |Gy (D), (Ey), By, (Ey)] 40 . . 10-11 | —

3 490 | (D), (E,), E,, E4 80 | Chf/Fmd 6 enthielt viel
KEDDE-nega-
tives Material

%) Fiir amorphe Fraktionen sowie (in Klammern) ML von Kristallen. Die Kristalle stellen

Endprodukte dar. Zusammenfassung in Gruppen vgl. Tab. 11.
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cbenso die Ausbeuten an Kristallen nach Reinigung an SiO,. Im folgenden werden noch einige
Erklarungen gegeben.

Gruppe ]. Dies Material zeigte im Pchr bei Entwicklung mit KEpDE-Reagenz die erwihnten
vier Flecke B, C;, D und (E,). Bei Betrachtung des noch nicht besprithten Pchr im UV.-Licht?9)
54) war ausserdem zwischen D und E, noch eine schwach absorbierende Bande (Zone a) sichtbar.
Zur préparativen Trennung auf Papier wurde Subst. B abtropfen gelassen, um eine moglichst
gute Trennung der langsamer wandernden Stoffe zu erreichen. Auch die a-Zone wurde eluiert.
Die C,-Zone gab 24 mg braungelben Schaum, der auch nach Chromatographie an Si0O, keine
Kristalle lieferte. Er wurde wie iiblich%) acetyliert. Das Rohprodukt (25 mg) gab nach Reinigung
an Si0, (17,8 mg) aus An-Ae 10,0 mg reines O-Acetyl-C, in farblosen kleinen Prismen, Smp. 203—
208°. Die weiteren Resultate sind aus Tab. 3 ersichtlich.

Tabelle 12. Chromatographie von 3,40 g Ae-Extr. B an 120 g A1,0,

Eindampfriickstand
Frak-| Losungsmittel roh Kristalle aus Me-Ae .
tions-|  (je 350 ml Weitere
Nr. | pro Fraktion) | M. | KEDDE-R. bzw. [Menge| Smp. Flecke Verarbei-
in mg| Flecke im Pchrl?) |in mg °C in Pchr!?) tung?4)
1-9 | Be-Chf-(90:10)
bis -(80:20) | 337 | negativ — — — verworfen
10-11{ ,, ,, -(60:40) | 136 | A, B l
12-13| ,, ,, -(60:40) | 116 | A, M, B (14 1250-258| B (Prap. Pchr
l fiir M)
14-16| ,, ,, -(40:60) | 284 | B, C;, (E,) 84 1250-256| B, (Cy), (E,) | (Prap. Pchr
17| ., . -(40:60) | 40 | B, C, E, 4 |t9s205[ c, zur Isolie-
rung von C,
18-19) ,, ,, -(20:80) | 98 | B,C,, D, E, 9,51240-250 | E,, (C)). (D) {|und E,)
20-21} ,, ,, -(20:80) | 140 | (B), (C,), D, E, 20 |236-256| E,, (C)), (D) l
22.27| ,, , -(20:80) | 356 | D, E, 90 [216-236| D ML nicht
getrennt
28-30! Chf 97 | D, E, 25 |225-237] D
31-34| Chi-Me-(99:1) | 272 | C,, D, (E,), E,, (E5) | — - - Prip. Pchr
fir C,
3541 ,, ,, -(98:2) nicht
bis -(85:15) | 260 | D, E,, E,, E, — — — getrennt
42-45| «Gemisch»
+1-49%, AcOH | 963 | schwach positiv —_ - — verworfen

Gruppe 2. Die Zonen von E, und E; waren wegen ihrer kurzen Laufstrecken nur unvollstindig
getrennt. Das Eluat der E,-Zone enthielt noch Ej; es blieb auch nach Reinigung an SiO, (13,4 mg)
amorph.

Gruppe 3. Die kaum nachweisbaren Zonen von D und E; wurden hier nicht extrahiert. Die
Zonen von E; und E, lieferten nur wenig KEDDE-positives Material, das nicht kristallisierte.

Untersuchung des Ather-Extraktes B. - 3,40 g (entspr. 962 g Wurzeln) wurden an 120 g
Al,O4 chromatographiert (vgl. Tab. 12).

Die ML der Fr. 12-13 von Tab. 12 (164 mg) diente mit 3 anderen Konzentraten zusammen
zur Isolierung von M (siehe unten).

Prip. Pchy der ML der Fr. 1419 von Tab. 12. Dieses Material (ca. 300 mg) wurde auf 40 Pa-
pierblattern im System Chf/Fmd (21}, Std.) priap. getrennt. Nur die C,- und E,-Zonen wurden
eluiert und die Eluate von Fmd befreit?}. Die C,-Zone (75 mg roh) gab nach Reinigung an 2 g
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ALO,; (BrockMANN) 40 mg farblosen Schaum. Aus Me-Ae 15,2 mg farblose Blattchen, Smp. 145/
185/195 205°.
Die E,-Zone (11,1 mg roh) gab aus Me-Ae 3,3 mg farblose Prismen, Smp. 245/255-262°.
Prap. Pchy dev Fr. 31-34 von Tab. 12. Dieses Material (272 mg) wurde auf 34 Papierbldttern
im System Be-Chf-(7:5)/Fmd (5'/, Std.) getrennt. Nur die C,- und E,-Zonen wurden eluiert.
Die C,-Zone gab 40 mg Rohprodukt; dieses lieferte nach Chromatographie an 1,5 g Al,O4
24 mg farblosen Schaum. Aus Me-Ae 18,0 mg farblose kleine Prismen, Smp. 219-222°,
Die E,-Zone lieferte 21 mg Rohprodukt, gab aber auch nach Reinigung an SiO, keine Kristalle.

Untersuchung des Chloroform-Extraktes A, — 3,0 g Chf-Extr. A (entspr. 847 g Wur-
zeln, enth. die Stoffe (A), (B), (Cy), (C,), D, (E,), E,, E;, (N) und (P)) wurden an 90 g AL, Og chro-
matographiert (vgl. Tab. 13).

Tabelle 13. Chromatographie von 3,0 g Chf-Extv. A an 90 g Al,O,

Eindampfriickstand
Frak- Losungsmittel roh Krist. aus Me-Ae
tions- (je 300 ml Fleckel Weitere
Nr. pro Fraktion) Menge Flecke im Pchrl?) Menge S[I,n P | im | Verarbeitung?)
in mg in mg C Pehri2)
1-2 Be-Chf-(90:10) 23 | (A), (B) — — — nichtgetrennt
3 . -(75:25) 28 | A, B, (C), (Cy), (Ep)l — — - Hydrolyse
4 » -(50:50) 102 | (B), D, (E,) 65 |225-235D, (E,) (Hydrolyse)
5-8 " -(50:50) 134 | D, (Eyp) 72 |225-235D, (E,) (Hydrolyse)
9-10| Chf 45 | (D), E,, E,, (N) — — -
11-12} Chf-Me-(98:2) 190 | (D), (Ey),Ey, Eg, (N)} — — —
13-21| » _» 982
bis -(90:10) 449 | (D), E,, E,, E5, N — — — Hydrolyse
22-23 o —(75:25) 75 { (E,), E,, E5, N, P — — -
24-31| «Gemisch» mit
0,5-59% AcOH 1378 | (E)), Ey, E5, N, P — — —

Milde saure Hydvolyse. Die ML der Fr. 4-8 sowie die amorphen Fr. 3 und 9-31 gaben positive
Xanthydrol-Reaktion. Dieses Material wurde vereinigt (ca. 2,2 g), in 70 ml Me geldst, mit 70 ml
0,18 H,50, versetzt und 30 Min. unter Riickfluss gekocht. Dann wurde mit 70 ml W versetzt,
das Me im Vakuum bei 40° abdestilliert und die saure wisserige Lésung noch 60 Min. auf 65°
erwirmt. Nach Abkiihlen wurde mit Ae, dann mit Chf ausgeschiittelt (lieferte «C»-Extrakte).
Die saure wisserige Phase und das erste Waschwasser der C-Extrakte wurden vereinigt, mit
frisch bereitetem BaCO, neutralisiert, filtriert und im Vakuum eingedampft. Der Riickstand
wurde in An aufgenommen, filtriert und die klare Losung eingedampft (= roher Zucker). Die
Ausbeuten und die Zusammensetzungen sind aus Tab. 4 ersichtlich. — Der Ae-Extr. C zeigte im
Pchr (Fig. 3) 8-9 Flecke. Der starke Fleck O wurde hier erstmals beobachtet. Das Material wurde
an 15 g AL,O, chromatographiert. Dabei gelang es nicht, reine Kristalle zu erhalten, alle Fr. waren
Gemische von 2-5 Stoffen. Die Fr. 6-12 (64 mg, eluiert mit Be-Chf-(9:1) bis -(1:1)) enthielten
(K), (L), A, M, B, C; und C,; sie dienten zur Isolierung von M (siehe unten). — Der Chf-Extr. C
enthielt ebenfalls Subst. O; auch hier gelang es nicht, durch Chromatographie an Al,O, Kristalle
zu isolieren. — Die Wasserphase C (= roher Zucker) enthielt noch hoch polares KEDDE-positives
Material, das sich auch durch Chromatographie an Kohle-Kieselgur-(1:1)78) nicht véllig ab-
trennen liess. Im Pchr war bei Entwicklung mit Anilinium-hydrogen-phtalat?) in den Systemen
To-Bu-(4:1)/W und To-Mek-(1:1)/W4%) nur Digitoxose sicher nachweisbar.

78) W. J. WHELAN, J. M. BaiLEy & P. I. P. RoBERTS, J.chem. Soc. 7953, 1293.
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Untersuchung des Chloroform-Extraktes B. — 4,0 g Chf-Extr. B (entspr. 855 g Wur-
zeln) wurden wie oben an 120 g AL,O; chromatographiert. Es wurden 24 mg krist. E, und 24 mg
krist. D, das noch eine Spur E, enthielt, erhalten. Einc Trennung der verbleibenden Gemische
erfolgte nicht.

Untersuchung des Chloroform-Alkohol-(2:1)-Extraktes A. — 10,5 g Chf-Alk-(2:1)-
Extr. A (entspr. 862 g Wurzeln) wurden in 100 ml W geldst, mit 20 g TaArka-Amylase4®), 1 ml To
und 3 Tropfen AcOH 8 Tage bei 37° unter CO, stehengelassen (gelegentlich durchgeschiittelt).
Dann wurde mit 500 ml abs. Alk versetzt, kurz aufgekocht und die flockige Fillung durch Kiesel-
gur (Celite) abgenutscht und mit Alk gewaschen. Das Filtrat wurde im Vakuum auf 25 ml ein-
geengt und je 4mal mit 25 ml Chf und Chf-Alk-(2:1) ausgeschiittelt («D-Extrakte»). Ubliches
Waschen usw. gab die in Tab. 5 genannten Ausbeuten. — Der Chf-Extr. D (2,44 g, zeigte 11 Flecke
(A), M, B, Cy, Gy, D, (Ey), E,, (Eg), N und P) wurde an 124 g SiO, chromatographiert. Dabei lies-
sen sich 89 mg B vom Smp. 244-258° und 61 mg D vom Smp. 216-225° in papierchromatogra-
phisch reiner Form abtrennen. Die mit Chf-Me-(98:2) eluierten Anteile lieferten ferner 28 mg
krist. Substanz «, Smp. 180-200°. Dic Fr. 11-12 (147 mg, eluiert mit Chf-Me-(98:2)), bestehend
aus A, M, B, (C,), (C,) und D, dienten zur Isolierung von M (siche unten). Das mit Chf-Me-(95:5)
eluierte Material (1,0 g, enthaltend die Stoffe (C,), (C;), D, E,, E,, E; und N) gab positive
Xanthydrol-Reaktion. Es wurde wie oben mit 0,058 H,SO, in 50-proz. Me24) hydrolysiert und
gab 830 mg Chf-16sliche Anteile und ca. 160 mg W-1osliche Anteile (roher Zucker). Erstere zeigten
im Pchr die Flecke (K), A, M, B, C,;, O, D, E, und N. Chromatographie an AL O, lieferte keine
Kristalle; die dabei crhaltene Fr. 8 (25 mg, eluiert mit Chf-Me-(98:2), enthaltend A, M und B)
diente zur Isolierung von M (siehe unten). Der W-losliche Teil der Hydrolyse war noch KEpDE-
positiv und zeigte im Pchr in den Systemen To-Bu-(4:1)/W und To-Mck-(1:1)/W beim Entwickeln
mit Anilinium-hydrogen-phtalat cinen Fleck mit gleicher Laufstrecke wie Digitoxose.

Isolierung von M. Die vier genannten Konzentrate, die nach Pchr M enthielten (total 400 mg),
wurden auf 40 Papierbliattern im System Be/Fmd (8 Std.) priaparativ getrennt38), Die M-Zonen
lieferten 34 mg rohes Eluat (vom Fmd befreit). Aus Me-Ae 14 mg farblose Prismen, Smp. 272-282°,

Orientierende Untersuchung der Chloroform-Alkohol-Extrakte B. - Je 1 g Chf-Alk-
(2:1)-Extr. B und Ch{-Alk-(3:2)-Extr. B wurden in je 50 ml W und 1,5 g Taka-Amylase%) wie
oben fermentiert. Uber das Resultat orientiert Tab. 5. Eine weitere Trennung des fermentierten
Materials erfolgte nicht.

Beschreibung der isolierten Stoffe. — Substanz A = Digitoxigenin. Aus Me-Ae farblose,
gut ausgebildete Prismen, Smp. 240-250°, [«]f = +18,4° 4 3° (¢ = 0,79 in Me). Mischprobe mit
authentischem Digitoxigenin ohne Depression; auch die Laufstrecken im Pchr {System von Fig. 2)
und die Farbfolgen mit 84-proz. H,SO, waren gleich.

Mono-O-acetyldigitoxigenin. 8,0 mg Subst. A wurden wie {iblich®) acetyliert. Aus Pe-Ae
5,2 mg farblose kl. Prismen, Smp. 214-222°. Mischprobe mit authentischem Mono-O-acetyl-
digitoxigenin ohne Depression. Die Laufstrecken im Pchr (System Be-Cy-(1:1)/Fmd) und die
Farbreaktionen mit 84-proz. H,SO, waren gleich.

Substanz M = 3-epi-Digitoxigenin. Aus Mc-Ae farblose Prismen, Smp. 272-282°, {o01¥ =
+25,3° 4+ 4° (¢ = 0,49 in Me). Mischprobe mit authentischem 3-epi-Digitoxigenin ohne Depres-
sion; auch die Laufstrecken im Pchr (System Be/Fmd) und die Farbreaktionen mit 84-proz.
H,S0, waren gleich.

Mono-O-acetyl-3-epi-digitoxigenin. 18 mg Subst. M (Kristalle+ ML) wurden wie iiblich acety-
liert. Aus Ae-Pe 13,7 mg farblose Prismen, Smp. 205-210°, [a]¥ =+42,9° + 3° (¢ = 0,43 in
Chf). Mischprobe mit authentischem Material ohne Depression. Die Laufstrecken im Pchr (System
Be/Fmd und Be-Cy (1:1)/Fmd) und die Farbreaktionen mit 84-proz. H,SO, waren gleich,
ebenso die IR.-Absorptionsspektren in KBr (Fig. 14).

Substanz B = Xysmalogenin. Aus Me-Ae farblose Nadeln, Smp. 248-258°, [a]}) = —1,1°4 2°
(¢ = 1,0in Py), [0)% = +17,0° & 3° (¢ = 0,73 in Chf). Mischprobe mit authentischem Xysmalo-
genin aus Packycarpus schinzianus?) ohne Depression. Tetranitromethanprobe”) positiv (gelb).
Laufstrecken im Pchr (System von Fig. 2) und Farbreaktionen mit 84-proz. H,SO, bei beiden
Praparaten gleich; ebenso die IR.-Spektren in Nujol (Nr. 2056).

7%) K. Revee & T. RercHsTEIN, Helv. 35, 98 (1952); H. P. SicG, Cu. Tamm & T. Rercu-
STEIN, ibid. 38, 1721 (1955).
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Mono-O-acetylxysmalogenin. 15,3 mg Subst. B wurden wie iiblich38) acetyliert. Aus An-Pe
ca. 10 mg farblose Nadeln, Smp. 242-255°, [«]} = —4,4° + 2° (¢ = 0,9 in Chf). Mischprobe mit
authentischem Mono-O-acetylxysmalogenint) ohne Depression. Die Laufstrecken im Pchr (Sy-
stem Be-Cy-(1:1)/Fmd), die Farbreaktionen mit 84-proz. H,50, sowie die IR.-Spektren in
CH,Cl, (N1. 2069) stimmten genau iiberein.

Subst. C, = Cannogenin. Aus Me-Ae farblose Blattchen, Smp. 145/185/200-210°, [a]ff =
—13,5° 4+ 3° (¢ = 0,62 in Chf). Mischprobe mit authentischem Cannogenin aus 4 pocynum canna-
binum?®) ohne Depression; auch die Farbreaktionen mit 84-proz. H,SO, und die Laufstrecken
im Pchr (Systeme von Fig. 2 und 4) waren genau gleich.

Mono-O-acetylcannogenin. 14,0 mg Subst. C; wurden wie iiblich acetyliert. Aus Me-Ae 8,5 mg
farblose kleine Prismen, Smp. 200/215-225°, [a]& = + 1,1° 4 3° {¢ = 0,52in Me). Mischprobe mit
authentischem Mono-O-acetylcannogenin?) (Smp. 195/216-226°) ohne Depression. Die Farb-
reaktionen mit 84-proz. H,50, und die Laufstrecken im Pchr (System Be/Fmd und Be-Cy-(1:1)/
Fmd) waren gleich; auch die IR.-Spektren in KBr (Nr. 2208 und 2392) stimmten iiberein.

Substanz C, = Bullosid (nicht ganz rein erhalten). Nach Umkristallisieren aus Me-Ae farb-
lose unregelmissige Korner, Smp. 220-223°, [a]} = —10,7° 4 3° (¢ = 0,68 in Chf). Xanthydrol-
Reaktion positiv (rot). Farbreaktionen mit 84-proz. H,SO,: braunorange (0’), dunkelbraun (5),
graubraun (20°), grau (60’). Das UV.-Absorptionsspektrum in Alk (vgl. Fig. 11) zeigt ein Max.
bei 216,5 mu (log € = 4,02) und eine Schulter zwischen 270 und 285 my (log ¢ ca. 1,49). Letztere
rithrt vermutlich von einer Verunreinigung her, da ein nicht umkristallisiertes Praparat bei 276 mu
ein Max. zeigte (log £ = 2,40) (Spektrum Nr. 3017). — Mikvohydrolyse. 4,0 mg Subst. C,, Smp. 210-
220°, wurden wie iiblich?4) mit 0,05~ H,SO, hydrolysiert. Der Geninteil (ca. 3 mg) gab nach
Reinigung an Al,O; Spuren von Kiristallen, die jedoch KEDDE-negativ waren. Die ML zeigte im
Pchr mit KEppE-Reagens einen Fleck (Bullogenin), dessen Laufstrecke von derjenigen aller
verglichenen Genine verschieden war (vgl. Fig. 8 und 9). Bei Entwicklung mit SbCl, in Chf und
kurzem Erwidrmen (10 Min., 70°) fluoreszierte er schwach braun (wie Digitoxigenin), wihrend
Oleandrigenin intensiv54) blaue Fluoreszenz gab. Ein Nebenfleck lief mit der Front (Anhydro-
produkt). Der Zuckeranteil gab bei Priifung im Pchr (System To-Bu-(4:1)/W und To-Mek-(1:1)/
W) 45) einen Fleck mit gleicher Laufstrecke wie p-Digitoxose (entwickelt mit Anilinium-hydrogen-
phtalat). Der relative Rf-Wert des C,-Glykosides, bezogen auf Digitoxigenin-f-p-digitoxosid8),
betrug im System Be-Chf-(7:5)/Fmd (3!, Std.) 0,56 (vgl. Fig. 2 und 3).

Substanz D = Pachygenin. Aus Me-Ae farblose Nadeln, Smp. 216-226°, [a]& = - 103,0°%- 3°
(¢ = 0,61 in Chf), [a]¥ = —107,2° & 2° (¢ = 1,0 in Py). Mischprobe mit authentischem Pachy-
genin aus Pachycarpus schinzianus?) ohne Depression. Die Laufstrecken im Pchr (Systeme von
Fig. 2 und 4), die Farbreaktionen mit 84-proz. H,SO,, sowie die IR.-Spektren in KBr (Nr. 2065
und 2066) und die UV.-Spektren in Alk (Nr. 2755) waren gleich.

Mono-O-acetylpachygenin. 42 mg Subst. D wurden wie iiblich3¢) acetyliert. Aus Me-Ae 27 mg
farblose Nadeln, Smp. 272-282°, [a]} = ~139,3° L 2° (¢ = 0,97 in Chf). Mischprobe mit authen-
tischem Mono-O-acetylpachygenin4) (Smp. 278-286°) ohne Depression. Auch die Farbreaktionen
mit 84-proz. H,SO, und die Laufstrecken im Pchr (Systeme Be/Fmd sowie Be-Cy-(1:1){Fmd)
waren gleich.

Subst. Ey = Cannodixosid. Aus Me-Ae farblose kleine Prismen, Smp. 208-216°, [o}¥ =
—7,1° & 4° (¢ = 0,42 in Chf). Farbreaktionen mit 84-proz. H,S0,: 0’ gelbgriin, 10’ briaunlich-
violett, 30’ r&tlich-violett, 2 Std. braun. Xanthydrol-Reaktion positiv (rot). UV.- und IR.-
Spektren vgl. Fig. 11 und 12. E, lduft im papierchromatographischen System von Fig. 2-3 lang-
samer, im System von Fig. 4 jedoch schneller als D. — Mikrohydrolyse. Die ML der Subst. E,
(20 mg) wurde wie iiblich mit 0,058 H,S0, hydrolysiert. Der Geninteil (14 mg) gab auch nach
Reinigung an Al,O4 keine Kristalle. Im Pchr (Systeme von Fig. 2 und 4) zeigte er einen Fleck mit
gleicher Laufstrecke wie Cannogenin (Subst. C,). Der Zuckerteil (ca. 4 mg roh) gab im Pchr in
den Systemen To-Bu-(4:1){W und To-Mek-({1:2)/W%5) einen Fleck mit gleicher Laufstrecke wie
D-Digitoxose (entwickelt mit PARTRIDGE-Reagens)?#d).

Subst. Ey = Sarmentogenin. Aus Me-Ae farblose Blittchen, Smp. 258-266°, [a]3 = +20,0°4
3° (¢ = 0,56 in Me). Mischprobe mit authentischem Sarmentogenin ohne Depression. Auch die
Laufstrecken im Pchr (System Chf/Fmd) und die Farbreaktionen mit 84-proz. H,SO, waren
genau gleich.
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Di-0-benzoyl-savmentogenin. 37 mg Subst. E, wurden in 1 ml Py gelost, auf 0° abgekiihlt,
mit 0,3 ml Benzoylchlorid versetzt und 2 Std. bei 0°, dann noch 24 Std. bei 22° stehengelassen.
Dann wurden 0,5 ml Me zugefiigt und nach weiteren 2 Std. zur Trockne eingedampft. Dann wurde
in Chf aufgenommen, mit 25 HCl (2 x), 2N Na,COy und W (2 X) gewaschen, iiber Na,SO,
getrocknet und eingedampft. Reinigung an Al,O, gab 20 mg gelblichen Schaum. Aus Chf-Ae 7,1 mg
farblose Blittchen, Smp. 271-276°, [a]}f = +24,2° 4 3° (¢ = 0,54 in An)3%), Mischprobe mit
authentischem Di-O-benzoyl-sarmentogenin (Smp. 274-278° [+24,3 An})3?) ohne Depression.
Beide Priaparate zeigten negative KEppE-Reaktion und gaben mit 84-proz. H,SO, genau die
selben Farbfolgen.

Glykosid o. Aus An-Ae farblose, lange Nadeln, Smp. 180-182°, [«]¥ = +35,1° 4 3° (¢ =
0,5 in Me). Zur Analyse 5 Std. bei 0,01 Torr und 95° iiber P,0; getrocknet (219, Gewichtsver-
lust) 7).

C36HgoOg (620,84)  Ber. C 69,64 H 9,749,
CoyHyyOf (464,62)  Ber. ,, 69,79 ,, 9,559,

Keppe-Reaktion negativ. Farbreaktionen mit 84-proz. H,SO, auf Tiipfelplatte: gelborange
(0%), braun (2’), orangebraun (10’), braunorange (1 Std.), blass-braunorange (12 Std.). UV.- und
IR.-Spektren vgl. Fig. 11 und 13. Die Priifung auf Phenole nach BARTON et al.®3) war negativ.
Die Substanz beginnt erst kurz unterhalb des Smp. bei 0,02 Torr langsam zu sublimieren. Die
Zuckerpriifung ) war positiv. Zur Identifizierung des Zuckers wurden 2 mg Glykosid wie bei
der Zuckerpriifung mit «Kiriani-Mischung»?) hydrolysiert und aufgearbeitet. Die saure wiis-
serige Phase zeigte im Pchr (Bu/W; 30 Std.) nur einen Fleck mit einer Laufstrecke wie Glucose.

Gef. C 69,82 H 9,619

ZUSAMMENFASSUNG

In den Wurzeln von Pachycarpus distinctus (N. E. Br.) BuLLOoCK wurden papier-
chromatographisch insgesamt 17 KEDDE-positive Stoffe nachgewiesen. 7 davon
(A, M, B, C;, D, E, und E,) wurden in reiner krist. Form, eine weitere, Subst. C,,
als krist. Konzentrat isoliert und untersucht. Sechs der isolierten Substanzen waren
mit bekannten digitaloiden Geninen identisch, nimlich mit Digitoxigenin (A), 3-epi-
Digitoxigenin (M), Xysmalogenin (B), Cannogenin (C,), Pachygenin (D) und Sar-
mentogenin (E,). Die Subst. E; (Cannodixosid) war ein neues Glykosid, dem vermut-
lich die Struktur eines §-p-Digitoxosids des Cannogenins (Formel X1IV) zukommt.
Die in nicht ganz reiner, aber krist. Form isolierte Subst. C, (Bullosid) war ebenfalls
ein vermutlich neues Glykosid der Digitoxose. Es enthilt ein Genin (Bullogenin),
das mit keiner bekannten Substanz identifiziert werden konnte. Bei den iibrigen nur
papierchromatographisch nachgewiesenen Cardenoliden diirfte es sich grdsstenteils
um glucosereichere Derivate der isolierten Genine und Glykoside handeln.

Ausserdem wurde noch ein KeEpDE-negatives Glykosid der ungefihren Formel
Cy,H,,O4 oder CygHyoOq 1n krist. Form isoliert und charakterisiert.
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