474 HELVETICA CHIMICA ACTA

found for the autoxidation of the cuprous imidazole complex. This can be explained
by the assumption of a rapidly playing equilibrium proceeding the rate determining
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55. Gymnemasiure, das antisaccharine Prinzip von
Gymnema sylvestre R. BR.

Isolierungen und Identifizierungen?)
Glykoside und Aglykone, 288. Mitteilung?2)
von W. Stdcklin, E. Weiss und T. Reichstein
(13. 1. 67)

Einleitung. — Die Bldtter von Gymnema sylvestre R. Br. (Asclepiadaceae), einer
in Indien und Afrika heimischen Schlingpflanze, besitzen eine interessante physiolo-
gische Wirkung. Nach dem Kauen eines Blattes geht das Geschmacksempfinden fiir
siisse Substanzen vollstindig verloren. Um die Mitte des letzten Jahrhunderts berich-
tet zum erstenmal FALCONER [2] iiber diese seltsame Eigenschaft dieser Pflanze.
Diese Wirkung soll sich iiber 2 bis 24 Std. erstrecken. Beim Genuss von siissem Tee
ist wohl das Aroma noch voll vorhanden, jedoch ldsst sich der siisse Geschmack nicht
mehr feststellen. Fester Zucker erscheint wie Sand, der im Munde langsam zerfliesst.
Hooper [3] stelite fest, dass das wirksame Prinzip sauren Charakter besitzt und
nannte es Gymnemasdure. Er beobachtete als erster, dass auch das Geschmacksemp-
finden fiir bittere Substanzen (Chininsulfat), wenn auch in viel geringerem Ausmasse,
abgeschwicht wurde. Auf die Geschmacksempfindung von salzigen und sauren Sub-
stanzen hat das wirksame Prinzip keinen Einfluss. Im Gegensatz dazu berichtet Kig-
sow [4], dass Gymnemablitter auch einen Einfluss auf das Geschmacksempfinden
von salzig und sauer besitzen. Auf Tast- und Temperaturreize iibt jedoch die Gym-

1) Auszug aus Dissertation W. ST6cKLIN, Basel 1965.
2) 287. Mitteilung: vgl. H. ALLGEIER ef al. [1].
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nemasdure keinerlei Wirkung aus. Nach WARREN & PFAFFMAN [5] wird die Ge-
schmacksempfindung bei Zucker- unf Saccharinlésungen durch das Kauen einiger
Bldtter in ungefahr gleicher Grosse abgeschwicht. Kiirzlich hat Yackzan [6] [7]
iiber grossere physiologische Untersuchungen von Gymmnema sylvestre berichtet. Die
Waurzeln von Gymmnema sylvestre wurden lange Zeit von den Hindus als Heilmittel
gegen Schlangenbisse verwendet [3]. Nach MHASKAR & Ca1us [8] besitzen die Blitter
keine bactericide Wirkung #n vitro. Die Blitter wirken erregend auf Herz und Blut-
kreislauf, erzeugen Appetitlosigkeit, Durchfall, Asthenie usw., erhéhen die Harn-
sekretion und aktivieren den Uterus. Sie erzeugen Hypoglykimie; die Droge wirkt
jedoch nicht direkt auf den Kohlenhydrat-Stoffwechsel, sondern nur indirekt durch
Erregung der Insulinsekretion des Pankreas. CHOPRA e¢f al. [9] konnten jedoch bei
subkutaner Injektion verschiedener Extrakte bei Kaninchen keine Senkung des Blut-
zuckergehalts feststellen.

Friihere chemische Untersuchungen. ~ HOOPER [3] [10] berichtet als erster
iiber chemische Untersuchungen der Blatter. Er konnte Weinsdure und einen links-
drehenden reduzierenden Zucker nachweisen. Daneben fand er Gymnemasiure, die
zu 69, als Kaliumsalz in den Bldttern enthalten ist. Sie ldsst sich aus wisseriger Lo-
sung durch Zusatz von Mineralsdure ausfillen und als griinlich-schwarzes Pulver
erhalten. C,H-Bestimmung, Metallbestimmung des Silber- und Bleisalzes sowie
Titration mit Natronlauge stimmten gut mit der Formel C3,H,;0,, (bei Annahme
einer einbasischen Sdure) {iberein. Bei lingerem Kochen von Gymnemasiure mit
verd. HCl verlor sie ihre geschmackslihmende Eigenschaft. Das Reaktionsgemisch
reduzierte FEHLING'sche Ldsung, demnach wurde Gymnemasdure von HOOPER als
ein Glykosid bezeichnet. Power & TuTiN [11] isolierten aus den Blittern Hentria-
contan Cg;Hg,, Ameisensidure, Buttersidure, ein Cyclohexanpentol (das die Autoren
als /-Quercitol bezeichnen) [12] und einen Zucker {racemische Glucose), der als Osazon
vom Smp. 218-219° charakterisiert wurde. Das Cyclohexanpentol wurde spiter von
POSTERNAK & SCHOPFER [13] als Viburnitol identifiziert. Uber die Gymnemasiure
haben Power & TUTIN noch folgendes berichtet: Die C, H-Bestimmung stimmte gut
mit den Werten von HooPEer [10] iiberein. Nach alkalischer oder saurer Hydrolyse
war die antisaccharine Eigenschaft (Bezeichnung stammt von Power & TutIn [11])
verschwunden. Da sich nach der sauren Hydrolyse, im Gegensatz zur Angabe von
HoOoPER [10], kein Zucker nachweisen liess, glauben diese Autoren, dass es sich bei
der Gymnemasiure nicht um ein Glykosid handelt. Nach der KOH-Schmelze konn-
ten sie Essigsdure und eine Molekelverbindung von Protocatechusdure mit p-Hydroxy-
benzoesiure nachweisen. Alkalische Oxydation mit Kaliumpermanganat ergab
nach dem Ansiduern heftige CO,-Entwicklung; ebenso konnte Ameisensdure nachge-
wiesen werden.

Nach portugiesischen Autoren [14] sollen die Blitter Fette, dtherische Ole, Tan-
nin, Anthrachinonderivate, Saponine und Harzsduren enthalten. 1958 konnten
KHASTGIR ¢f al. [15) aus den Blattern Lupeol, 8-Amyrin und Stigmasterin isolieren
Sie erhielten das antisaccharine Prinzip als amorphes Pulver, das sich auch nach
Chromatographie an Kieselgel nicht kristallisieren liess. Auch MaNNI [16], der tiber
die Isolierung mehrerer Stoffe berichtet, konnte wenig iiber die Gymnemasiure aus-
sagen. Die antisaccharine Eigenschaft soll in gereinigten Extrakten gegeniiber der-
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jenigen der Blitter verschwindend klein sein. Hydrolyse roher Gymnemasiure gab
stark reduzierende Stoffe, deren Verhalten gegeniiber Sprithreagenzien vermuten
liessen, dass es sich dabei nicht um Zucker handle.

Die reinsten bisher beschriebenen Priparate diirften von WARREN & PFAFFMAN3)
[5] sowie von YACKzAN [7] stammen. Beide Arbeitsgruppen erhielten das wirksame
Prinzip in kristalliner Form vom Smp. ca. 190° (Zers.). Nach WARREN & PFAFFMAN
besitzen diese hochgereinigten Priparate maximale Wirkung. Das Molekulargewicht
der Gymnemasiure wird mit 805 angegeben. Nach saurer Hydrolyse der als Glykosid
betrachteten Gymnemasiure wurden Glucose, Arabinose und in kleinen Mengen
Glucuronsiurelacton erhalten. Das Hydrolysat war physiologisch unwirksam#?). Nach
YACKzAN soll Gymnemasiure die folgenden Funktionen besitzen: OH, COOH und
1 oder 2 glykosidische Bindungen. Molekulargewichtsbestimmung mit der Ultra-
zentrifuge gab einen Wert von ca. 600.

Eigene Untersuchungen

Beschaffung des Ausgangsmaterials. — Es standen uns zur Verfiigung:

a) 200 g getrocknete Blédtter, 660 g Zweige und 450 g Wurzeln (Herbarnummer
PoLe EvaNns 6306), gesammelt von Dr. I. B. PoLE Evans im Februar 1962 ca. 50
Meilen siidwestlich Umtali, Siid-Rhodesien, in einigen felsigen Hiigeln nahe der Ein-
miindung des Nocheke-River in den Sabi-River9).

b) 10 kg getrocknete Bldtter, erhalten am 5. Sept. 1962 von CIBA or InbpIA LTD.,
Scientific Department, Bombay-1, India; gesammelt von T. S. NaGeEsH Rao, Anfang
August 1962, in der Gegend von Mahabaleshwar (ca. 150 km stidéstlich Bombay) ).

¢) 335 g Blitter, 335 g griine Friichte und 225 g Zweige, gesammelt von Dr. I. B.
PoLeE Evans ca. 50 Meilen westlich von Beira, Portug.-Ostafrika, im Juli 1962%).
Alle Pflanzenproben erreichten uns in gutem Zustand.

Orientierende Untersuchung von Gymnema sylvestre R. BR. — Um zusitzliche
Anhaltspunkte iiber die Art der Inhaltsstoffe von Gymnema sylvestre R. Br. zu erhal-
ten, haben wir die Blitter, Aste und Wurzeln der Probe a) einer orientierenden, chemi-
schen Priifung nach ABiscH & REICHSTEIN [18] unterzogen. Ergebnisse s. Tab. 1.

Danach enthilt die Pflanze weder Alkaloide noch Cardenolide. Glykoside finden
wir in den Bldttern und wenig in den Wurzeln, wobei 2-Desoxyzucker nur in den
Blittern und nur in kleinen Mengen auftreten. Blitter, Wurzeln und Aste zeigen stark
bittern Geschmack und enthalten saponinartige Stoffe.

Priiparative Isolierung der Gymnemasiiure. — Wie aus Tabelle 1 ersichtlich,
lieferten bei der von uns gepriiften Probe die Wurzeln eine erheblich gréssere Menge
an Extrakten. Diese waren zudem viel weniger durch dunkel gefirbte Begleitstoffe

3) Wir erhielten von Prof. R. M. WaRrREN, Shimer College, Mount Caroll, I11., eine Probe seiner
krist. Gymnemasiure (Smp. 203°) und eine Probe des rohen Kaliumsalzes (Smp. 245°) . Wir
mochten ihm auch hier far sein Material, das uns fiir Vergleichszwecke sehr wertvoll war,
bestens danken.

4 R. M. WarreN & C. PFaFrFMaN, unverdffentlichte Resultate, vgl. [17].

5) Wir danken Herrn Dr. 1. B. PoLE Evans auch hier bestens fiir dieses Pflanzenmaterial.

$) Wir danken der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, insbesondere den Herren Dres. J. MULLER und
H. HURLIMANN, Basel, auch hier bestens fur ihre Hilfe bei der Beschaffung dieses Pflanzen-
materials.
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Tabelle 1. Orientierende chemische Untersuchung

Pflanzenteil Bitterer Menge in Alkaloide Xant- Prufung KEepDE-  Schaum-
Ge- mg pro g hydrol- auf ge- Reaktion hohe
schmack Pflanzen- Probe [19] bundene [21] in mm
material normale

Zucker [20]

Extrakt?) d a b c a b a b a b d
Blatter ++ 22 05 - + o+ ++ ] - - 12
‘Wurzeln + + 60 29 - - - + + - _ 27
Kste ++ 01 15 - - - ! = - 35
| = nicht gepriift, — = negativ, + = schwach positiv, + + = positiv

Bezeichnung der Extrakte (vgl. auch [18]): a = Chloroform-Extrakt, b = Chloroform-Alko-
hol-(3:2)-Extrakt, ¢ = Extrakt zur Priifung auf Alkaloide, d = roher wisseriger Auszug.

verunreinigt als die Blattextrakte. — Um unsere Resultate besser mit denen fritherer
Autoren vergleichen zu konnen, haben wir trotzdem die Blitter verwendet. Eine
Untersuchung der Wurzeln wire aber ebenfalls lohnenswert, da die daraus erhaltenen
Extrakte ebenfalls stark antisaccharin wirken. In mehreren Vorversuchen?) mit den
Proben a) und b) wurde nach einer guten Methode zur Isolierung des wirksamen
Prinzips gesucht. Es ldsst sich als Salz aus wésserigen Losungen mit Chloroform-Alko-
hol-Gemischen ausschiitteln. Das Salz ist in Wasser loslich. Mit Mineralsduren l4sst
sich das wirksame Prinzip ausfillen. Eine weitere Anreicherung der freien Siure ge-
lingt mit Aceton?®), in dem die wirksamen Anteile in Ldsung gehen. Nach Chromato-
graphie des Aceton-18slichen Materials an Kieselgel und an Nylonpulver wurde ein
Priaparat (Gymnemasiure A} erhalten, das sich aus Didthylcarbonat teilweise kristal-
lisieren liess (Smp. 192°) und in vier Diinnschichtsystemen (Systeme I, II, IITund IV,
sieche Exp. Teil) nur einen Fleck gab. Die Laufstrecken waren in all den vier Systemen
gleich wie jene der Gymnemasiure von WARREN [5]. Es zeigte sich jedoch, dass trotz-
dem noch ein Gemisch von nah verwandten Stoffen vorlag, das sich im System
Butylformiat-Methyliathylketon-Ameisensdure-Wasser-(5:3:1:1) in vier Komponen-
ten (A, A,, Ay und A,, vgl. Fig. 1) auftrennen liess. Das Priparat von WARREN gab
dabei nur die Flecke A, (ca. 70%,) und A, (ca. 309,) (vgl. Fig. 1). Es ist erstaunlich,
dass es WARREN & PFAFFMAN gelungen ist, trotz relativ einfacher Manipulationen,
ein wenn auch nicht véllig, so doch weitgehend reines Priparat zu erhalten. Mog-
licherweise hatten sie auch eine giinstige Ausgangspflanze zur Verfiigung. Andererseits
darf aber nicht ausgeschlossen werden, dass obige vier Komponenten méglicherweise
aus einer einzigen entstanden sind (siehe unten) und es sich daher teilweise um Kunst-
produkte handeln konnte.

Hauptextraktion. — Extraktion und Vortrennung. 1,095 kg Blatter der Probe b)
(indische Droge) wurden gemahlen und mit Alkohol-Wasser-Gemischen von steigen-
dem Alkoholgehalt extrahiert, Die wisserig-alkoholische Lésung wurde im Vakuum
eingeengt und mit 2N Schwefelsiure sauer gestellt. Nun wurde hintereinander mit

7y Herstellung der Extrakte vgl. Exp. Teil.
8) Ausfithrliche Angaben iiber die Vorversuche siche Dissertation W. StéckLin, Basel 1965.
%) Auch Yackzan [7] berichtet iiber die Trennmoglichkeit mit Aceton.
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Tabelle 2. Extraktion von 1,095 kg Blditiern von Gymnema sylvestre R. Br.
{Probe b = indische Droge)?)

Art des Extraktes antisaccharine Menge
‘Wirkung10) E——
ing in %
Ae-Extrakt) neuntral - 29,587 2,70
Sduren + 13,384 1,22
Chf-Extrakt neutral 0,911 0,08
Siduren 0,170 0,02
Chi-Alk-{2:1)-Extrakt neutral + + 51,088 4,66
Sauren + 4+ 20,639 1,88
Chf-Alk-(3-2)-Extrakt neutral ++ 1,924 0,18
Siduren + 4,505 0,41
Total 122,208 11,15

— = negativ, leer = nicht gepriift, + = schwach positiv, + + = positiv

Ather, Chloroform, Chloroform-Alkohol-{2:1) und Chloroform-Alkohol-(3:2) aus-
geschiittelt und durch Waschen mit 2N Sodalésung die «Sduren» aus den Extrakten
entfernt. Aus den sodalgslichen Anteilen wurden die « Siuren» nach Ansiuern durch
Ausschittteln mit demselben Losungsmittel wieder gewonnen. Tabelle 2 orientiert
iiber die erhaltenen Ausbeuten.

Wie aus Tabelle 2 hervorgeht, findet sich die Hauptmenge der Gymnemasédure
als Na-Salz im neutralen Chf-Alk-(2:1)-Extrakt. Dies wurde durch Kontrolle im
Diinnschichtchromatogramm bestitigt. Bisher wurde nur dieser Teil weiter unter-
sucht,

Isolierung von A,. Der neutrale Chi-Alk-(2:1)-Extrakt wurde an Kieselgel mittels
Isopropanol-Wasser-Ammoniak-Gemisch chromatographiert. Das Ammoniak war
noétig, um die Substanzen zum Laufen zu bringen. Bei Kontrolle im Diinnschicht-
chromatogramm (DC) ist dieses System (iPr-W-konz.NH;-(9:1:1)) besonders bequem
um das Gemisch A von andern Begleitstoffen abzutrennen; es erlaubt aber keine
Unterscheidung zwischen den Komponenten A,-A,. Erst spiter zeigte es sich, dass
dieses System fiir priparative Zwecke ungeeignet ist, da durch das anwesende Ammo-
niak eine teilweise Verseifung von Estergruppen verursacht wird. Dies diirfte die:
Ursache sein, dass wir nur eine relativ schlechte Ausbeute an roher Gymnemasiure
(A-Fraktionen) erhielten. Die an A reichen Fraktionen wurden, nach Uberfithrung
des Salzes in die freie Sdure, mit Didthylcarbonat extrahiert, an Sephadex gereinigt
und erneut an Kieselgel chromatographiert. Hierzu diente dieses Mal Butylformiat-
Methylidthylketon-Ameisensdure-Wasser-(5:3:1:1). So konnten 43,5 mg diinnschicht-
chromatographisch reines A erhalten werden. Obwohl nach Schitzung der Fraktio-
nen der 1. Kieselgelchromatographie im Neutralteil des Chloroform-Alkohol-{2:1)-.
Extraktes etwa 17 g A enthalten gewesen sein sollten, war die Isolierung von reinem
A, auf dem genannten Weg dusserst schwierig und verlustvoll. Es ist sehr wahrschein--
lich, dass A; in saurer oder alkalischer Losung teilweise in A,, A; und A, iibergeht..

10) Geschmacksprobe siche Exp. Teil.
1) Abkiirzungen siehe Einleitung zum Exp. Teil.
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Wir vermuten, dass es sich bei A, um die native Hauptkomponente des wirksamen
Prinzips handelt.

Uber die Struktur von Gymnemasiure A,. — Hydrolyse des Glykosids. Die brei-
ten, starken Banden zwischen 8,5 y und 10 g4 des IR.-Spektrums (Fig. 4) sprachen
daflir, dass A, ein Glykosid sei. Da die Isolierung von reinem A; sehr schwierig war,
wurde meist mit Gemischen (A) gearbeitet und die Verkniipfung mit A, nur durch
Reaktionen im Mikroma@Bstab erbracht. Die Hydrolyse der glykosidischen Bindung
verlief lange Zeit ohne befriedigende Resultate. Die energische saure Hydrolyse nach
Kiriant [22] vermochte wohl den Zucker abzuspalten. Aber auch bei Hydrolyse des
reinsten Priaparates A, wurde nach Papierchromatogramm (PC) ein Gemisch von
drei Zuckern erhalten, und auch das rohe Genin war nach DC (Chf-iPr-(9:1)) ein
Gemisch mehrerer Stoffe. Daher versuchten wir den Zucker enzymatisch abzuspalten.
Mit Cellulase aus Aspergillus-Arten'?) war uns kein Erfolg beschieden. Die Fermentie-
rung mit Schneckenferment in Na-Acetat-Puffer [23] zeigte die ersten ermutigenden
Resultate. Die Schwierigkeit besteht hier vor allem darin, Gymnemasiure in Lésung
zu bringen. So versuchten wir es in 0,018 KHCO,-Losung. Diesmal verlief die Fer-
mentierung in 5 Tagen bei 37° praktisch quantitativ!®). Der entstandene Zucker zeigte
im PC (vgl. Tab. 3) sowie im Elektropherogramm (vgl. Tab. 3) nur einen Fleck, mit
gleicher Laufstrecke wie Glucuronsduret). Eine Unterscheidung zwischen Glucuron-
saure und Galakturonsdure war nur im PC (Laufzeit 9 Std., vgl. Tab. 3) moglich.
Wurde die Zuckerlosung 14 Tage in 2N Schwefelsiure aufbewahrt, so liess sich chro-
matographisch (vgl. Tab. 3) nur noch ein dem Glucuronsidurelacton entsprechender
Fleck nachweisen. Demnach war es wahrscheinlich, dass Gymnemasiure ein Glucuro-
nid ist. '

Nunmehr liess sich auch zeigen, dass von den bei saurer Hydrolyse entstandenen
drei Zuckern einer mit Glucuronsidure und einer mit Glucuronsiurelacton identisch
ist, der dritte jedoch ein Umwandlungsprodukt darstellt, denn drei gleich laufende
Flecke wurden auch bei der gleichen Behandlung von Euxanthinsidure [24] (D-Glu-
curonid von Euxanthon) erhalten. Glucose und Arabinose konnten im Gegensatz zu
WARREN & PrAFFMANY) nicht nachgewiesen werden.

Zur sichern Identifizierung des Zuckers wurde noch ein priparativer Versuch
ausgefiihrt, fiir den das Gemisch vom Konzentrat A (bestehend aus A,-A,) verwendet
wurde. Nach Fermentierung wurde die von Geninanteilen befreite wisserige Lsung
angesduert und sofort mit Diazomethan behandelt. Nach Eindampfen zur Trockne
wurde acetyliert und das erhaltene Rohprodukt an Kieselgel chromatographiert,
worauf sich drei krist. Stoffe (Q, S und T) isolieren liessen. Q war mit nach Tsou &
SELIGMAN [25] hergestelltem S-Tri-O-acetyl-p-glucofururonsiurelacton identisch. S
erwies sich als ein Gemisch von o«- und S-Tetra-O-acetyl-D-glucuronsdure-methyl-
ester [26]. T wurde nur in geringer Menge erhalten und konnte bisher nicht identi-
fiziert werden. Demnach enthilt Gymnemasiure ausschliesslich D-Glucuronsiure als
Zuckerkomponente.

12) Produkt der SCHWEIZERISCHEN FERMENT A.G., Basel.

13) Wie sich spiter zeigte, war auch mit hochaktiven Glucosidasen (Praparate E-L. 101-65,
34-65 und 96-65) der Firma Réum & Haas GmbH, Darmstadt, die Abspaltung des Zuckers
nicht méglich. Wir danken der genannten Firma auch hier bestens fir die Uberlassung der
Fermentpriaparate.
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Tabelle 3. Identifizierung dev Glucuronsdure nach Paprevchromatogramm (PC)
und Papievelektrophorese (PE)1%)

Stoff Rf im PC PE
Eg-W-AcOH-(3:3:1)
Rbamnose RGlucose

Zucker aus Fermentierung als K-Salz 0,192 2,05 1,14
Zucker aus Fermentierung nach Stehen in

saurer Lésungl4) 0,420 2,05 1,14
p-Glucose 0,203 1,80 1,00
D-Glucuronsiurelacton4) 0,415 2,05 1,14
Kalium-D-glucuronat 0,192 2,05 1,14
D-Galakturonsiurel4) 0,183 2,05 1,14

Untersuchung der Genine. Bei der Fermentierung von rohem A erhielten wir die
Genine G, J, K und L (vgl. Fig. 2) als Hauptprodukte. Es handelt sich um Neutral-
stoffe, denn sie wurden bei einem Veresterungsversuch mit Diazomethan nach DC
nicht verdndert. Diinnschichtchromatographische Kontrolle der Fermentierung von
reinem A, zeigte, dass daraus ebenfalls die obenerwdhnten vier Genine entstehen.
Ferner stellten wir fest, dass dieses Geningemisch bei der alkalischen Hydrolyse eine
einzige Substanz (L) lieferte, die wir als Gymnemagenin bezeichnen und die in pri-
parativen Ansdtzen leicht in Kristallen erhalten werden konnte. Die bei der alkali-
schen Hydrolyse entstandenen Sduren wurden im Gas-Chromatographen?®) und im
Papierchromatogramm untersucht. Dabei konnten die folgenden Siuren nachgewie-
sen werden : Ameisensiure, Essigsdure, n-Buttersiure, Isovaleriansiure!?) und Tiglin-
sdure.

Nachdem festgestellt war, dass das wirkliche Genin von A, ein acyliertes Gymne-
magenin darstellt, ist verstindlich, weshalb bei der Fermentierung mit Schnecken-
ferment, das neben Glykosidasen auch Esterasen enthélt, verschiedene Genine ent-
stehen. Es ist aber moglich, dass die Estergruppen teilweise auch durch die Wirkung
der schwach alkalischen Losung (0,01 N KHCOj) allein verseift wurden.

Bei der Verfolgung der Fermentierung von reinem A, im DC entsteht G als un-
polarster Fleck. G selbst geht in alkalischer Lésung leicht in J und K und schliesslich
in Gymnemagenin (L) iiber. Demnach wire G das wirkliche Genin von A,. Bei der
Fermentierung von A, entsteht zuerst nur K; aber nach einiger Zeit ldsst sich auch
Gymnemagenin nachweisen. Es ist aber nicht ausgeschlossen, dass A; und A, schon
bei der Spaltung der glykosidischen Bindung durch das Schneckenferment auch einen
Acylrest verlieren. In diesem Falle wiren G resp. K schon partiell verseifte Genine.

14) Liuft in der Elektrophorese als Salz.

15) Einzelheiten siehe Exp. Teil.

16) Wir danken der Firma AEROGRAPH AG, Basel, bestens fur die gas-chromatographische Iden-
tifizierung der Sduren.

17) Isovaleriansiure und «-Methylbuttersdure lassen sich im Gas-Chromatographen nicht unter-

scheiden, so dass vorldufig offenbleiben muss, ob in der Gymnemasiure [sovaleriansiure oder

o-Methylbuttersdure, oder ob sogar beide Siuren vorhanden sind.
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Nach Chromatographie an Kieselgel liessen sich J in Kristallen, G und K nur
amorph, aber in diinnschichtchromatographisch reiner Form isolieren. Die Acety-
lierung von Genin J lieferte amorphes J-Acetat, wihrend G- und K-Acetat in Kri-
stallen erhalten werden konnten. Die Genine G, J und K wurden noch nicht weiter
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Bufo-Mek- Chif-Me- Be-Ae-

HCOOH-W-  (9:1)11)1§) (1:1)11)18)
(5:3:1:1)11)18)
ca. 90 Min. ca. 40 Min.  ca. 30 Min.
Beispiele fiiv Détnnschichichromatogramme, schematisiert, abey massgetven

untersucht, es wurde also nicht gepriift, welche Sduren sie in esterartiger Bindung
enthalten. Auch ist die Einheitlichkeit dieser Genine nicht weiter gepriift worden.
Moglicherweise sind sie also Gemische von nah verwandten, verschieden acylierten
Gymnemageninderivaten.

Fig. 1 zeigt ein DC von verschiedenen Priparaten der Gymnemasiure; ausser der
Hauptkomponente A; sind darin teilweise noch andere Komponenten (A,~A,) sicht-
bar. Fig. 2 zeigt Gymnemagenin (L) sowie die Genine K, J und G, Fig. 3 zeigt einige
O-Acetylderivate. Die Figuren 4-9 geben IR.-Spektren.

Uber die vermutliche Struktur des Gymnemagenins wird in anschliessender Mit-
teilung berichtet. Danach handelt es sich um ein vermutlich neues Hexahydroxy-
A2-oleanen. Die Gymnemasiure selbst ist demnach ein saures Saponin, und zwar ein
D-Glucuronid des Gymnemagenins, das mit mehreren Sduren verestert ist. Die gas-

18) Sichtbarmachung der Flecke durch Besprithen mit Cersulfat-Schwefelsiure-Reagens und Er-
wirmen auf ca. 110° [27].

31
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und papier-chromatographisch nachgewiesenen Siuren (Ameisensiure, Essigsiure,
n-Buttersiure, Isovaleriansiure?”) und Tiglinsdure) sind aus einem nicht einheit-
lichen Geningemisch erhalten worden. Es ist daher noch unsicher, ob sie in der reinen
Gymnemasiure (A,) wirklich alle enthalten sind oder ob sie aus verschiedenen ihrer
Komponenten (A;-A,) stammen. Auf jeden Fall enthilt aber die reine Komponente

Oymnemasiiure A,
Zers.pkt. 285°
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1%) Aufgenommen von den Herren CH. SENN und K. AEGERTER auf einem PERKIN-ELMER-IR-
Gitter-Spektrophotometer, Modell 125.
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Fig. 9. I R.-Absorptionsspektrum von Hexa-O-acetyl-gymnemagenin, Smp. 290-291°, 0,0240,005m

in CH,ClyY).

A, wenn nicht alle, so doch mehrere dieser Sduren im Aglykon gebunden. Ob auch die
Zuckerkomponente noch teilweise verestert ist, wurde noch nicht gepriift. Auch ist es
noch nicht bewiesen, dass Gymnemasiure nur esne Molekel D-Glucuronsdure enthilt.

Wir danken dem BuNDESAMT FUUR INDUSTRIE, GEWERBE UND ARBEIT, Bern, fiir einen Beitrag
zur Beschaffung des Pflanzenmaterials, sowie dem SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS ZUR FoRr-
DERUNG DER WISSENSCHAFTLICHEN FORSCHUNG fiir einen Beitrag an die Kosten dieser Arbeit.
Ferner dankt der eine von uns (W. S.) dem STIPENDIENFONDS ZUR UNTERSTUTZUNG VON DOKTO-
RANDEN AUF DEM GEBIETE DER CHEMIE fiir ein Stipendium, das ihm die Durchfithrung dieser
Untersuchung ermoéglichte.
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Experimenteller Teil

1. Aligemeine Angaben. — Abkiivzungen: Ae = Didthylidther, AcOH = Eisessig, Ac,0 =
Essigsdureanhydrid, An = Aceton, Alk = Athanol, Be = Benzol, Bu = »-Butanol, Bufo = #-
Butylformiat, Chf = Chloroform, DC = Diinnschichtchromatogramm oder Diinnschichtchroma-
tographie, Dmf = Dimethylformamid, Diox = Dioxan, Eg = Essigester, Fmd = Formamid,
Fr = Fraktion, Me = Methanol, Mek = Butanon, ML = eingedampite Mutterlauge, PC = Pa-
pierchromatogramm oder Papierchromatographie, PE = Papierelektrophorese, Pe = Petrol-
dther, Pn = Pentan, iPr = Isopropanol, Py = Pyridin, W = Wasser.

Die Smp. wurden auf dem KorLERr-Block bestimmt und sind korrigiert. Fehlergrenze in be-
niitzter Ausfithrungsform bis 200° 4 2°, daritber 4 3°. Substanzproben zur Drehung und fiir
Spektren wurden, wo nicht anders vermerkt, 1 Std. bei 0,01 Torr und ca. 60° getrocknet. Analy-
senproben wurden itber Nacht bei 0,01 Torr und 100° itber P,O; getrocknet. — Zur Adsorptions-
Chromatographie wurde Kieselgel MERCK, Korngrosse 0,05-0,20 mum, zur DC Kieselgel G, MERCK,
verwendet. Sichtbarmachung der Flecke mit Cersulfat-Schwefelsdure-Reagens [27]. Systeme:
I = Alk-W-konz.NH,-(18:2:1), II = iPr-W-konz. NH;-(9:1:1), III = Chf-Me-konz.NHy-(5:1:1),
IV = Bu-AcOH-W-(10:1:1), V = Bufo-Mek-HCOOH-W-(5:3:1:1). Priparative DC auf 20 cm x
20 cm Platten mit Kieselgel G und Zusatz von 0,039 3-Hydroxypyren-5,8,10-trisulfonsaurem
Natrium nach TscHESCHE et al. [28]. PC der Zucker auf WrATMAN Nr. 1, absteigend, ohne Impré-
gnierung des Papiers mit stationdrer Phase. PE: Boratpuffer pH 10,4, 1500 V, ca. 60 mA nach
fritheren Angaben [29]. Sichtbarmachung der Flecke in PC und PE mit PARTRIDGE-Reagens [30]
oder mit dem Reagens nach ScHEFFER [31]. Gas-Chromatographie der Siuren: Apparat: AERO-
GraPH Hy-FI 600B, Saule: 109, Neopentylglykolsuccinat 4 2%, H,;PO, auf Firebrick 60/80 mesh,
5 x 1{8", t = 120° [32]. NaJO,-Benzidin-Reaktion: [33]; Bleitetraacetat-Reaktion: [34]. UV.-
Spektren in Alk.—Acetylierung: 10 mg Substanz wurden in 0,5 mi abs. Py gelost und mit 0,4 ml
Ac,O versetzt. Nach 16 Std. bei 35° wurde im Vakuum bei max. 50° abgedampft, der Riickstand
in Chf aufgenommen, mit 2~ HCI, 10-proz. KHCO,-Losung und W gewaschen, iiber Na,SO, ge-
trocknet und eingedampft.

Geschmacksprobe: 2 mg Substanz (bei Rohextrakten 5 mg) wurden eine Minute im Mund
gekaut. Nach dem Spiilen des Mundes wurde das Geschmacksempfinden mit 2- und 4-proz. Zucker-
lésung gepriift.

2. Orientierende chemische Untersuchung. — Die Herstellung sowie die Priiffung der Ex-
trakte erfolgte genau nach der bei ABrscH & REICHSTEIN [18] beschriebenen Methode. Ausbeuten
und Resultate s. Tabelle 1 (im theor. Teil).

3. Hauptextraktion (indische Droge). — 3.1. Extraktion und Vortrennung. - 1,095 kg
gemahlene Blitter der Probe b) wurden mit 2,51 W angeteigt und 1 Std. bei 20° stehengelassen.
Dann wurden 2,5 1 Alk zugegeben und nach 30-minutigem Erwirmen auf 30-40° abfiltriert. Nun
wurde noch 9mal mit je 3 1 W-Alk-Gemischen von steigendem Alkoholgehalt extrahiert. Alle 10
Extrakte wurden vereinigt und zur Stammldsung (ca. 1 1) konzentriert. Um das Schiumen beim
Einengen zu vermindern, wurde etwas Octanol zugegeben.

Die Stammidsung (pH 7) wurde nun mit 170 ml 2§ H,SO, saner gestellt (pH 3—4). Dann wurde
10mal mit je 11 Ae ausgeschiittelt. Die Ae-Lésungen wurden 2mal mit 300 ml W, 2mal mit 300 ml
2N Sodalésung und 2mal mit 300 ml halbgesittigter Na,SO,-Lésung gewaschen. Trocknen und
Eindampfen gab den Neutralteil des Ae-Extraktes. Die beiden Sodaltsungen und die beiden Na,-
$0,-Lésungen wurden vereinigt, mit 2~ H,SO, angesiuert und 3mal mit 1 1 Ae ausgeschiittelt.
Die Ae-Lésungen wurden je 2mal mit 300 ml halbgesittigter Na,SO,-Losung gewaschen. Trock-
nen und Eindampfen gab den Sdureteil des Ae-Extraktes.

Die mit Ae ausgeschiittelte Stammlosung, die neutralen Waschwasser und die extrahierte
wisserige Phase des Siureteils des Ae-Extraktes wurden vereinigt, mir 28 Sodaldsung neutrali-
siert und auf 1 1 eingeengt. Nun wurde mit 25 H,SO, angesduert und 4mal mit 1 1 Ch{ ausgeschiit-
telt. Die Chf-Losungen wurden mit 300 ml W, 2mal 300 ml 2~-Sodalésung und 2mal mit 300 ml
halbgesittigter Na,SO,-Losung gewaschen. Trocknen und Eindampfen gab den Neutralteil des
Chf-Extraktes. Die beiden Sodaldsungen und die Na,SO,-Lésung wurden vereinigt und mit 2N
H,S0, angesduert. Nun wurde 4mal mit 750 ml Chf-Alk-(2:1) ausgeschiittelt und die organischen
Phasen 2mal mit 250 ml halbgesittigter Na,SO,-Losung gewaschen. Trocknen und Eindampien
gab den Sdureteil des Chf-Extvaktes.
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Nun wurde die Stammldsung 10mal mit 11 Chf-Alk(2:1) ausgeschiittelt. Die Ausziige wurden
mit 300 ml W, 3mal 300 ml 2~ Sodalésung und 2mal 300 ml halbgesittigter Na,SO,-Losung ge-
waschen. Trocknen und Eindampfen gab den Neutralteil des Chf-Alk:(2:1)-Extraktes. Die 3 Soda-
und die beiden Na,SO,-Losungen wurden vereinigt und mit 2N H,SO, kongosauer gestellt. Nun
wurde 7mal mit 11 Chf-Alk-(3:2) ausgeschiittelt und die Ausziige 2mal mit 300 ml halbgesittigter
Na,S0,-Losung gewaschen. Trocknen und Eindampfen gab den Sdureteil des Chf-Alk-(2:1)-Ex-
traktes.

Die Stammlésung wurde nun 8mal mit 11 Chf-Alk-(3:2) ausgeschiittelt. Die organischen Pha-
sen wurden mit 300 ml W, 2Zmal 300 ml 2~ Sodalésung und 2mal mit 300 ml halbgesittigter
Na,SO,-Losung gewaschen. Trocknen und Eindampfen gab den Neutralteil des Chf-Alk-(3:2)-
Extraktes. Die beiden Soda- und die beiden Na,SO,-Lésungen wurden vereinigt und mit 28 H,SO,
angesduert. Nun wurde 7mal mit 11 Chf-Alk-(3:2) ausgeschiittelt und die Ausziige 2mal mit 300
ml halbgesittigter Na,SO,-Losung gewaschen. Trocknen und Eindampfen gab den Sdureteil des
Chf-Alk-(3:2)- Extraktes. Die Ausbeuten der verschiedenen Extrakte sind aus Tabelle 2 (s. theor.
Teil) ersichtlich.

3.2. Isolierung des «antisaccharinen Prinzips». — a) Lokalisievung von A. Durch Pra-
fung der Extrakte im DC liess sich folgendes feststellen:

Der Ae-Neutralteil und der Chf-Alk-(3:2)-Siureteil enthalten kein A.

Der Chf-Alk-(2:1)-Neutralteil enthilt die Hauptmenge an A (ca. 509, des Extraktes).

Die tibrigen 5 Extrakte enthalten hdchstens wenig A (max. 209, pro Extrakt).

Wahrscheinlich liegt A im Chf-Alk-(2:1)-Neutralteil als Na-Salz vor.

b) Chromatographie von 48,654 g Chf-Alk-(2:1)-Neutralteil an 1,5 kg Kieselgel.

Fr-Nr. Elutionsmittel Menge Geschitzter Gehalt
(500 ml/Fr) in g an A
in % ing
1-3 iPr-W-(4:1) + 5%, konz. NH, 0,187 - -
4 iPr-W-(4: 1)+5% konz. NH, 0,761 5 -
5 iPr-W-(4:1) + 5%, konz. NH, 2,555 10 0,3
6 iPr-W-(4:1)+ 5% konz. NHy 3,235 50 1,7
7 iPr-W-(4:1) 4+ 5%, konz. NH, 2,066 50 1,0
8 iPr-W-(4:1) + 5%, konz. NH, 4,853 80 3,9
9 iPr-W-(4:1) + 59, konz. NH; 8,037 70 5,7
10411 iPr-W-(4:1} + 5%, konz. NH, 11,305 30 34
12 iPr-W-(4:1) + 5% konz. NH, 2,319 30 0,7
13 iPr-W-(4:1) + 5%, konz. NH, 1,567 20 0,3
14 iPr-W-(4:1) + 59, konz. NH, 0,765 10 0,1
15 iPr-W-(4:1) + 59, konz. NH, 0,654 10 0,1
16 iPr-W-(4:1) 4+ 5%, konz. NH, 0,451 5 -
17 iPr-W-(2:1) + 59, konz. NH, 0,420 - -
18-21 iPr-W-(2:1) + 59, konz. NH, 5,976 - -
22-24 iPr-W-konz. NH,-(5:4:1) 0,522 - -
Total 45,683 17,2

¢) Extraktion mit Kohlensduve-didthylester. Fr 8 (4,853 g) wurde in 70 ml W gelsst und mit 3 ml
konz. HCl] angesduert. Nun wurde 5mal mit Chf-Alk-(4:1) ausgeschiittelt und die Ausziige mit
50 ml halbgesittigter Na,SO,-Losung gewaschen. Nach dem Trocknen uber Na,SO, wurde zur
Trockne eingedampft. Dieser Rickstand wurde nun mehrere Male mit 300-500 ml Athylcarbonat
extrahiert. Auf diese Weise liessen sich 4,321 g extrahieren und 432 mg blicben unlgslich. Beim
Abkiihlen der heissen Extrakte schieden sich oft Mikrokristalle aus, die zwischen 190 und 195°
schmolzen. Die Athylcarbonat-Extrakte zeigten im DC (System I) nur einen Fleck und waren
mit Substanz A identisch.
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d) Reinheit von A. — Behandlung mit Diazomethan. 2 Proben zu je 2 mg wurden in wenig Me
geldst und mit CH,N, in Ae bis zur bleibenden Gelbfarbung versetzt. Die eine Probe wurde nach
15 Min., die andere nach 45 Min. zur Trockne eingedampft und im DC auf ihre Reinheit geprift.
Dabei erwiesen sich beide Proben als identisch. Da sie mindestens drei Flecke zeigten, handelt es
sich bei A kaum um eine einheitliche Substanz.

Priifung im DC. In den Systemen I bis IV zeigte A nur einen Fleck. Einzig im System V gelang
eine Auftrennung in 4 Flecke, die wir mit A,—~A, bezeichneten. Es war also erwiesen, dass A noch
nicht eine einheitliche Substanz war, und wir versuchten nun A,, das den Hauptteil von A aus-
machte, rein zu isolieren.

e) Trennung an Sephadex. 50 g Sephadex (G-25, fine)*’) wurden in einem NH,-NH,Cl-Puffer
(0,028 NH,—0,02n NH,CI-(1:1), pH = 9) quellen gelassen. In ein 60 g Al,O4-Rohr eingebracht,
hatte die Siule eine H6he von 32 cm. Mit obigem Puffer eluiert, konnten in 2 Ansidtzen aus 552
mg A 58,9 mg und aus 250 mg A 37,6 mg an A, angereichertes Material (Praparat 3 resp. 4) erhal-
ten werden. Fir beide Ansitze wurde dieselbe Sdule verwendet.

f) Isolievung von veinem A,. In zwei Ansitzen wurde das oben an A; angereicherte Material
(Praparat 3 resp. 4) an 30 g resp. 18 g Kieselgel chromatographiert. Als Elutionsmittel diente
Bufo-Mek-HCOOH-W-(5:3:1:1).

Priparat 3 (Fr 4 4 ml) | Priparat 4 (Fr 3 2 ml)
Fr-Nr. Menge Flecke im DC Fr-Nr. Menge Flecke im DC
in mg in mg

1-13 14,9 kein A, 1-18 7.8 kein A,
14-16 10,0 A, + schnellerer Fleck 19-21 3,3 A, + schunellerer Fleck
17-21 27,1 A 22-27 16,4 A
22-24 71 A+ A, 28-60 16,8 A - A,
25-56 18,1 (A, A,
Total 68,3 mg | 44,8 mg

3.3. Fermentierungen. 1. Ansatz: 1 g A (vgl. 3.2.c.) wurde in 300 ml 0,01 ~ KHCO,-Losung
gelost, Zu dieser Losung wurden 450 mg Schneckenferment in 25 ml 0,01 N KHCO,4-Lésung gege-
ben und das Ganze 5 Tage bei 35° im Wiarmeschrank aufgewahrt. Zur Entfernung des Ferments
wurde mit 5-facher Menge Alk versetzt und durch Kieselgur filtriert. Das Filtrat wurde eingeengt
und 5mal mit je 100 ml Chf-Alk-(3:2) ausgeschiittelt. Die Ausziige wurden tiber Na,SO, getrock-
net und eingedampft (686 mg). Der Riickstand zeigte im DC (Chf-Me-(9:1)) nur noch sehr wenig
Ausgangsmaterial.

2. Ansatz: 3,0 g aus Fr 9 (vgl. 3.2.b.) wurden in 180 ml 0,01 5 KHCO,-Ldsung gelost und mit
300 mg Schneckenferment in 20 ml 0,01 ¥ KHCO4-Losung versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde
6 Tage bei 35° stehengelassen. Ohne das Ferment zu entfernen wurde zuerst 6mal mit 200 ml
Chif-Alk-(9:1) und dann 6mal mit 200 ml Chf-Alk-(3:2) ausgeschiittelt, die Ausziige tiber Na,SO,
getrocknet und eingedampit (2,408 g Genine). Im DC (Chf-Me-(9:1)) liess sich nur noch wenig
Ausgangsmaterial feststellen-

3. Ansatz: Ein weiterer Ansatz erfolgte unter entsprechenden Bedingungen mit 2,5 g aus Fr 9
(vgl. 3.2.b.) und gab 1,341 g Genine, die praktisch kein Ausgangsmaterial mehr enthielten.

3.4. Isolierung der Genine. — 1. Ansatz: 618 mg fermentiertes Material aus dem 1. Ansatz
wurden an 500 g Kieselgel chromatographiert.

Durch Kristallisation aus Chf-Me liess sich aus Fr 53-70 kristallines J von verschiedenem
Smp. erhalten, wobei die beste Qualitit bei 187-191° schmolz. Durch Umkristallisieren aus Chi-
Me stieg der Smp. auf 193-196°. Die Genine G und K konnten bisher nicht kristallisiert werden.

20y Produkt der Firma Prarmacia, Uppsala, Schweden.
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Fr-Nr. Elutionsmittel Menge Flecke im DC
(40 m}/Fr) in mg

1-34 Chf+ 5% Me 84 schnellaufende Substanzen
3545 Chf+ 59, Me 178 G
46-52 Chf+59% Me 55 G, ]
53-70 Chf+ 59, Me 114 J
71-74 Chf+ 59, Me 22 J,K
75-95 Chf+ 5% Me 163 K
96-125 Chf+4 59, Me 44 K+ langsamere Substanzen

126-144 Chf+59% Me 7 langsamer als K

Total 667

2. Ansatz: 2,408 g fermentiertes Material aus dem 2. Ansatz wurden an 1 kg Kieselgel chro-
matographiert.

Fr-Nr. Elutionsmittel Menge Flecke im DC
(40 ml/Fr) in mg
1-77 Chf+ 59, Me 188 schnellaufende Substanzen
78 Chf4 5%, Me - 14 G+ schnellere Substanzen
79-87 Chf+ 5% Me 449 G
88-105 Chf+ 59, Me 237 G+]J
106-135 Chf+ 5%, Me 209 J
136-155 Chif+ 5%, Me 108 LK
156190 Chi+ 5% Me 385 K
191-219 Chf+ 59, Me 65 K+ langsamere Substanzen
220-269 Chf+59%, Me 48 kein K mehr
Total 1703

Aus den Fr. 106-135 konnten 189 mg krist. J (Smp. 180-184°) erhalten werden.

3.5. Schonende alkalische Hydrolyse der Genine G, J und K.~ Je 10 mg nach DC reines
G und K und 5 mg krist .J wurden mit KHCO, in W-Me {35] bei 20° verseift. Nach 19 Tagen war
die Hydrolyse beendet. Aus allen drei Proben wurde krist. L isoliert. Verfolgung der Hydrolyse
im DC zeigte, dass G und J aber K zu L hydrolysiert wurden. Um gréssere Mengen L zu erhalten,
wurden die Mischfraktionen aus dem 2. Ansatz (d. h. Fr 88-105 und Fr 191-219) auf die gleiche
Art hydrolysiert. Aus 303 mg veresterten Geninen konnten 217 mg rohes L isoliert werden. Durch
Kristallisation aus Chf-Me konnte reines L erhalten werden. (Smp. 328-335° unter Zers.}.

3.6. Herstellung von Zuckerderivaten und Isolierung reiner Substanzen. — 5 ml
Zuckerlosung aus dem 2. Ansatz der Fermentierung wurden mit 2 g Amberlite IR 120 (H-Form)
versetzt und 5 Min. unter gelegentlichem Schiitteln stehengelassen. Nach dem Abfiltrieren und
Waschen mit W und Me und Kihlen anf 0° wurde bis zur bleibenden Gelbfarbung mit CH,N;, in
Ae versetzt und das Reaktionsgemisch im Vakuum zur Trockne eingedampft. Nun wurden
10 ml Ac,O, das 5% ZnCl, enthielt, zugegeben und 90 Min. auf 60° erwdrmt. Nach dem Ab-
dampfen des Ac,O wurde zwischen W und Chf-Eg-(4:1) verteilt, die organischen Phasen getrock-
net und eingedampft.

Der Eindampfungsriickstand (309 mg) wurde nun an 120 g Kieselgel mit Be-Ae-(3:1) +109%,
Eg chromatographiert.
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Fr-Nr. Menge goh  Kristalle Substanzen
(17 ml/Fr) in mg Menge in mg Smp.

1-15 10,0 - - -
16-18 5,4 - - -
19 7.4 1.8 158-159,5° T
20 17,1 - - -
21 17,2 12,0 114-114,5° S
22-25 27,0 - - -
26-30 15,2 11,1 192-195° Q
31-127 32,0 - - -
Total 131,3

3.7. Isolierting der Sduren. - 50 mg Geningemisch (G, J, K und wenig anderes Material)
wurden mit 20 ml 3-proz. methanolischer KOH und 1 ml W 45 Min. unter Riickfluss gekocht.
Nach Zugabe von 5 ml W wurde das Me abgedampift und die neutralen Anteile durch Ausschiit-
teln mit 3mal 15 ml Chf-Alk-(9:1) entfernt. Nun wurde mit 2~ H,SO, angesiuert, die Losung mit
NaCl gesattigt und 3mal mit 20 ml Ae ausgeschiittelt. Der Ae wurde bis auf ca. 1 ml iiber eine
Kolonne abgedampft. Durch gas-chromatographische Untersuchung dieser Losung (Bedingungen
sieche Einleitung zum Exp. Teil) konnten Essigsiure, n-Buttersiure, Isovaleriansiure!’) und
Tiglinsdure nachgewiesen werden. Eine kleine Probe obiger Lésung wurde mit CH,N, und Hydro-
oxylamin nach BaAvyer & REUTHER {36] in die Hydroxamséuren ibergefithrt und als soiche im
PC identifiziert. Dabei liess sich, neben den bereits obenerwihnten Siuren, auch Ameisensiure
nachweisen.

4. Die isolierten Stoffe. — Gymuemasiuve A (Prip. WST7). Aus Diidthylcarbonat weisse
Mikrokristalle, Smp. 192°. Im DC in vier Systemen (I-1V) nur 1 Fleck mit gleicher Laufstrecke
wie die von WARREN isolierte Gymnemasaure; im System V aber in A, A,, A; und A, auftrennbar
(Fig. 1).

Gymnemasdurve Ay (Prip. WSTS8). Aus Didthylcarbonat weisse Mikrokristalle, Zers.-Pkt.
285°. Zeigt im DC im System V nur 1 Fleck (vgl. Fig. 1) mit gleicher Laufstrecke wie der Haupt-
fleck der von WARREN isolierten Gymnemasédure. Trocknung bis zur Gewichtskonstanz fiir Ana-
lyse (8,359, Gewichtsverlust).

CaoHy4O14 (919,08)%)  Ber. C 64,03 H 8,12%  Gef. C63,85 H 8,23%

Asche 3,469, (nicht hygroskopisch, vermutlich SiQO,).

IR.-Spektrum vgl. Fig. 4. UV.-Spektrum (loge auf C,H,,0,p = 919 berechnet): 196,5 nm
(loge = 4,37), 208 nm (S, loge = 4,28), 272 nm (S, loge = 2,75}, 279 nm (S, loge = 2,69), 208 nm
(S, loge == 2,53).

Genin J (Prap. WST9). Aus Chf-Me feine Nadeln, Smp. 193-196°, [a]}f = +47,8° + 2°
(¢ = 1,2 in Me).

CyoHgiOg+ 1/, H,O (682,03)22)  Ber. C 70,44 H 9,62%  Gef. C 70,73 H 9,79%

Laufstrecke im DC vgl. Fig. 2. IR.-Spektrum vgl. Fig. 8.

K-Acetat: (Prap. WST10). Aus Ae feine Nadeln, Smp. 278-280°, [«]} = +56,4° £+ 3° (¢ =
0,70 in Chf). Gef. 65,779, C, 8,15% H. Laufstrecke im DC vgl. Fig. 3.

G-Acetat (Prip. WST13). Aus Ae Nadeln, Smp. 218-220°; Laufstrecke im DC vgl. Fig. 3.

2l) Hypothetische Formel, berechnet fur Gymnemagenin-glucuronid, das mit je 1 Mol Tiglin-,
Isovalerian-, Essig- und Ameisensiure verestert ist.

22) Hypothetische Formel berechnet fiir Mono-O-isovaleryl-mono-O-tiglyl-gymnemagenin Cgy-
Hg,Oq.
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Genin L = Gymnemagenin (Prap. WST14). Aus Chf-Me Prismen, Smp. 328-335°, [«)® =
+53,1° 4 2° (¢ = 0,95 in Me).
CyoH; O+ 1/, HyO (515,71) Ber. C 69,86 H 9,97%  Gef. C 69,88 H 10,009
Farbreaktion mit konz. HySO, [37]: O’ blassgelb, 1’ gelb, 2’ braungelb, 5-10" gelbbraun,
20-30’ gelblichbraun, 60’ schokoladenbraun, 120" schwarzbraun. Laufstrecke im DC vgl. Fig. 2.

IR.-Spektrum vgl. Fig. 5. Benzidin-Perjodat- und Bleitetraacetat-Reaktion: positiv. Massen-
spektren und Derivate siehe folgende Mitteilung.

L-Acetat = Hexa-O-acetyl-gymnemagenin (Pyip. WST15). Aus Be-Pn Nadeln, Smp. 290 bis
291°, [} = +35,5° 4 2° (¢ = 1,2 in Chf).

CyHyy0,4, (758,92) Ber. C 66,46 H 8,239, Gef. C 66,82 66,97 H 8,33; 8,40%

Acetylbestimmung: Ber. 34,01%,, Gef. 29,429,.

Tetranitromethan-Probe positiv. IR.-Spektrum vgl. Fig. 9. Massenspektrum und NMR.-
Spektrum vgl. folgende Mitteilung.

Substanz Q = p-Tri-O-acetyl-D-glucofururonsiurelacton (Prap. WST17). C,H,,0, (302); aus
Ae Nadeln, Smp. 192-195°, [a]¥ = +92,3° + 2° (¢ = 0,88 in Chf). Identifizierung nach IR,
Misch-Smp. und Laufstrecke im DC.

Substanz S = o- und B-Tetra-O-acetyl-D-glucuronsduve-methylester (Prip. WST19). Ci3HyOyy
(376); aus Ae feine Nadeln, Smp. 114-114,5°, und Prismen, Smp. 179-180°, [tx]zg = 452 8° 4 2°
(¢ = 1,01 in Chf). Molekulargewicht: 371 und 3702%). Enthilt nach Drehung und NMR.-Spektrum
ca. 55% o- und 45% f-Form.

Substanz T. Krist. aus Ae, Smp. 158-159,5°, umkrist. aus Ae-Pn Drusen, Smp. 159-160°.

Die Mikroanalysen wurden von Herrn E. THOMMEN im Mikrolabor unseres Instituts ausge-
fithrt.

SUMMARY

The isolation, characterisation, purity control and probable structure of gymne-
mic acid, the antisaccharine principle of Gymnema sylvestre R. BR. (Asclepiadaceae)
has been reported. According to the results, gymnemic acid is the p-glucuronide of
a probably new hexahydroxy-A'%-oleanene which has been named gymnemagenin
and which is esterified with various combinations of the following five acids: formic,
acetic, n-butyric, isovaleric, and tiglic acid. Gymnemic acid is not an absolutely pure

- substance. It is composed predominantly of gymnemic acid A;, which is accompanied
by components having similar properties, especially the gymnemic acids A,, A and
A,. The difference between these components probabiy lies in the absence or presence

f he fi ids. . . .
of one of the five named acids Institut fiir Organische Chemie

der Universitit Basel
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