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172. Isolierung und Identifizierung der Steroide des Giftsekretes 
der Berberkrote (Pantherkrote) Bufo mauretanicus L.1)2)3). 

Uber Krotengifte, 11. Mitteilung4) 

von Rosmarie Bolliger und Kuno Meyer. 
(14. V. 57.) 

In  den fruheren Arbeiten dieser Reihe ist in erster Linie uber die 
Isolierung und Konstitutionsaufklarung der Bufogenine (Bufadienoli- 
de5)) aus der chinesischen Krotengiftdroge Ch'an Su berichtet worden. 
Diese stellt eine wahre Fundgrube fur solche Steroide dar4). Da die 
Beschaffung dieser Droge aber noch mehrere Jahre nach dem Kriege 
erhebliche Schwierigkeiten bereitete, aber andererseits bekannt ist, 
dass die einzelnen Rufogenine fur eine bestimmte Krotenspezies nur 
beschrankt spezifisch sind, hofften wir, im Giftsekret von leichter zu- 
ganglichen Krotenarten die uns besonders interessierenden Bufoge- 
nine des Ch'an Su ebenfalls aufzufinden. 

Ausser der chinesischen Krotengiftdroge Ch'an Su ist vor allem 
das Giftsekret der europaischen Erdkrote (Bufo bufo bufo L.) sehr ein- 
gehend untersucht wordenm)6). Neben dem in seiner chemischen Kon- 
stitution bereits aufgeklarten Hauptbufogenin Bufotalin enthalt das 
Giftsekret der europaischen Krote noch zwei weitere auch im Ch'an 
Su aufgefuiidene Bufogenine, namlich das Telocinobufagin und das 
H~llebrigenin~), doch sind diese beiden Herzgifte in ihrer Struktur 
bereits aufgeklkt. Es blieb somit nur noch als letztes verhaltnismassig 
leicht zugangliches Krotengift dasjenige der Aga, der sudamerikani- 
schen Krote Bufo marinus. Wie aber vor kurzem gezeigt wurded), ent- 
halt das Giftsekret dieser Krotenart praktisch bloss zwei Bufogenine, 
wovon nur das in seiner Struktur aufgeklarte Telocinobufagin eben- 
falls im Ch'an Su enthalten ist. Wir wandten uns deshalb einer noch 
wenig untersuchten Krotenart zu, namlich der nordafrikanischen 
Berberkrote, die wegen ihrer prachtigen Zeichnung auch Pantherkrote 
genannt und zoologisch als Bufo mauretanicus L. bezeichnet wird. Das 

l) Auszug aus dem 1. Toil der Diss. Rosmarie Bolliger, Basel 1957. 
2, Diese Untersuchung wurde schon vor einigen Jahren durchgefuhrt. Ihre Ver- 

offentlichung ist Lusserer Umstande wegen erst jetzt moglich. 
3, Uber die Ergebnisse dieser Arbeit ist an der 136. Jahresversammlung der Schwei- 

zerischen Naturforschenden Gcsellschaft in Basel (22. bis 24. Sept. 1956) kurz referiert 
worden. 

4, 10. Mitt., J .  P. Ruckstuhl & K.  Meyer,  Hclv. 40, 1270 (1957). 
5 ,  Zur Bezeichnung ,,Bufadienolid" siehe ,,Vorschlage zur Nomenklatur der Ste- 

6,  Die mit Buchstaben bezeichneten Fussnoten siehe Seite 1664. 
roide", Helv. 34, 1.680 (1951). 
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Gift dieser Krote ist u. W. eiiizig von Gessrzer7), und zwar in erster 
Linie pharmakologisch untersuch t worden. Wohl hat Gessner auch den 
sogen. Digitaliskorper, d. h. das herzwirksame Prinzip in reiner Form 
zu  isolieren versncht. Die von ihm in einer Menge von kaum 20 mg 
erhaltenen Kristalle zeigten Digitaliswirkung, wiesen aber einen sehr 
tiefen Smp. von etwa 114O auf und durften demzufolge kaum einheit- 
lich gewesen sein. 

Fur Vorversuche stand uns eine kleine Menge an trockenem Gift- 
sekret zur Verfugung, das wir uns selbst dnreh Auspressen der ,,Para- 
tiden" (kompakte, liingliche und warzenformige Drusenhaufen in der 
Ohrgegend) von 10 erwachsenen Exemplaren der Berbcrkrote ge- 
wonnen hattens). Durch Ausziehen mit Chloroform nach der Methode 
von Tschesche dt O f f e g )  liess sich daraus in etwa 24-proz. Ausbeute ein 
brauner Extrakt gewinnen, der samtliche chloroformloslichen Steroide 
enthielt. Er wurde in Chloroform gelost, dureh Verteilen zwischen 
verd. HCL und verd. Sodalosung von Ballaststoffen befreit, die nahezu 
zwei Drittel ausmachten, so dass schliesslich nur eine sehr kleine 
Menge an vorgereinigtem Steroidgemisch zur Verfugung stand, das 
nur etwa 9 % des Ausgangsmaterials ausmttchte, ein Umstand also, 
der eine priiparative Aufteilung in die einzelnen Bestandteile wenig 
aussichtsreich erscheincn liess. Wir versuchten deshalb, mit Hilfe der 
Papierchromatographie Einblick in die Zusammensetzung dieses vor- 
gcreinigten Extraktes zu gewinnen. 

Naeh einigen Tastversuchen, die wir mit einer Reihe von einheit- 
lichen Bufogeninen vor allem aus Ch'an Su ausfuhrten, erwiesen sich 
fur die Aufteilung von Rufogenin- Gemischen vor allem zwei Systeme 
als besonders geeignet, die Modifikationen der von Zaffaroni und Mit- 
arb. a) benutzten Methode zur Analyse von Nebennierenrindenhor- 
monen darstellen und in der Folge dann z. T. auch von Reichstein und 
Nitarb.") fur die Papierchromatographie der Bufogenine der europai- 
schen Erdkrote mit Erfolg angewandt wurden. Es sind dies die beiden 
folgenden Systeme: 
1. Ruhende Phase : Propylenglykol-Wasser 4: 1 ; Bewegliche Phase : Benzol-Chloroform 

2. Ruhende Phase : Formamid; Bewegliche Phase: Benzol-Chloroform 6 :4. 
1:l. 

Durch Bespriihen der Papierchromatogramme mit Rntimontri- 
chlorid-Lbsung (nahere Angaben siehe Exper. Teil) liessen sich die 
gewanderten Siibstanzen sichthar machen. Die dabei erzielten Flecken 

'j 0. Gessnei, Sitzungsber. cl. Gesellwh. z. Beforderung der gesamtrn Naturw., Mar- 

8 )  Wir danken Hcrrn Prof. Dr. Edmond Sergent, Direktor des Tnstitiits Pssteur in 

9) B. TscAP.schr & H .  A .  Offe, Ber. deutsch. chem. Ges. 68, 1998 (1935). 
lo) A.  Zaffuroiii, R. R. Burton & E .  H .  Keutrncnnn, Science I I I ,  6 (1950); A. Zuffa- 

burg 6 l ,  138 (1926), bes. 8. 169-192. 

Algicr, herzlich fur die Besorgung und Ubersendung dieser Tiere. 

ro-ni & R. B. Burton, J. biol. Chemistry 188, 763 (1931). 
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sind z. T. verschieden gefarbt und zeigen ausserdem im ultravioletten 
Licht noch zusatzliche Fluoreszenzfarben, was fur die Identifizierung 
der einxelnen Substanzen von ganz erheblichem Wert ist, weil da- 
durch neben den Rf-Werten noch weitere Kriterien fur die Erkennung 
der einzelnen Bufogenine nutzbar gemacht werden konnenll). 

Die RF-Werte einer grosseren Anzahl reiner Bufogenine in diesen 
beiden Systemen sind in Tab. 5 der 10. Mitt. dieser Reihe4) enthalten. 
Die dort angegebenen Zahlen sind Durchschnitts- und keine Absolut- 
Werte. 

Daraus geht hervor, dass die beiden Bufogenine Bufotalin und 
Bufalin im System Propylenglykol-Wasser gleiche Rf-Werte zeigen, 

FormarnidlBenzol- 
Chloroform 6 :4  

Rohextrakt 
, Bufomaur .  
'- 

0 
0 

Propylenglykol- Wasser 4:1/ 
Benzol-Chloroform1 : 1 

Marino- Rohextrakt 
Bufalin bufaqin Bufo maur. 

0 OOO 
0 

Front eben abgetropft 
Laufzeit 3 Std. 30' 

0 

0 

0 
Front eben 
a bgetropft 

Laufzeit 3 Std. 

Fig. 1. 

wahrend im System mit Formamid diese Werte deutlich verschieden 
sind. Genau umgekehrt verhalt sich das Paar Bufalin-Cinobufotalin, 
das nur im System Propylenglykol- Wasser getrennt werden kann. Das 
Paar Cinobufagin-Resibufogenin ist demgegeniiber mit keinem der 

11) Mit Antimontrichlorid geben allerdings nicht nur die Bufogenine Farbungen, 
sondern auch andere Substanzen. 
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beiden Systeme aufteilbar, doch lassen sich diese beiden Rufogenine 
mit Hilfe der klassischen Chromatographie an A1,03 glatt trennen. 
Marinobufagin und Cinobufotalin weisen in den beiden benutzten Sy- 
stemen heinahe dieselhen Rf-Werte auf. Ihre Farbungen mit Anti- 
montrichlorid sind aber deutlich verschieden, so dass beim Vorliegen 
eines einzigen dieser Bufogenine eine sicherc Identifizierung moglich ist. 

Nachdem uns damit zwei brauchhare papierchromatographische 
Verfahren zur Aufteilung und Identifizierung von Bufogeninen zur 
Verfugung standen, haben wir diese fur die Aufkltirung des oben 
erwiihnten vorgereinigten Giftextraktes benutzt und erhielten dabei 
die in Fig. 1 wiedergegebenen Verteilungsbilder. 

Es lassen sich, wie man sieht, vor allem drei Substanzen erken- 
nen, die durch grbssere Laufstreeken charakterisiert sind. Die durch 
Antiinonchlorid hervorgerufenen Farbungen im Tageslicht und unter 
der UV.-Lampe sowie die Wanderungsstrecken zeigen, dass zwei die- 
ser Flecken dureh Bufalin und Marinobufagin, die zum Vergleich auf 
einem dieser Papierchromatogramme als Reinsubstanzen mitanfge- 
tragen worden waren, hervorgerufen sein mussen, wtihrend die grosse 
Laufstrecke und die Farbung des untersten Flecken fur das Vorliegen 
von Resibufogenin spricht. Neben diesen drei Hauptbufogeninen ent- 
hiilt der Rohextrakt noch eine Reihe weiterer, vie1 starker polarer 
Substanzen, die, aus der Grosse der Flecken zu schliessen, nur einen 
relativ sehr geringen hnteil der drei Hauptgenine ausmachen. 

Mit Hilfe einer etwas grosseren Menge Rohextrakt12) (ca. 1 g) 
hofften wir, auch diese Stoffo identifizieren zu konnen. Wir nahmen 
damit zunachst eine chromatographische Aufteilung an A1,03 vor und 
zerlegten das Gemisch nach dem Durchlaufverfahren in 28 Fraktionen, 
die alle im System Formamid/Benzol-Chloroform (6 : 4) papierchroma- 
tographisch untersucht wurden. Uber das Ergebnis orientiert die Fig.2. 

Die ersten vier Fraktionen waren sehr leicht loslich in Pentan. 
Aus Methanol liessen sich leicht Kristalle gewinnen, die im Gemisch 
mit y-Sitosterin keine Smp.-De~ress ion~~)  zeigten und bei der Acety- 
lierung die fur dieses Sterin typische Acetylverbindung vom Smp. 133 
bis 134O) lieferten14). 

Die Praktionen 5 -21 waren amorph. Im Papierchroinatogramm 
erwiescn sie sich als einheitlich, gaben bei der Acetylierung praktisch 

12) Wir mijchten aucli an dieser Stellc der Pariser-Vertretung der F .  Hoffmann- 
La Roche AC. und Herrn Priedrich Gelo, Amphibienhandlung in Zweibriicken, bestens fur 
ihre Hilfe bei der Beschaffung von rohem Giftsekret der Berberkrote danken. 

13) Die Mischprobe vermag hier allerdings nichts iiber die Identitat auszusagen, da 
y-Sitosterin im Gemisch mit Cholesterin keine Depression gibt (vgl. c ) ) .  

14) Dieses Pflanzensterin ist zum ersten Malel5) im Tierreich im Giftsekret der 
curopaischen Erclkrijte und spaterc) auch irn chinesischen Krotengift Ch’an Su aufge- 
funden worden. 

15) R. Huttel & H .  Uehringer, Z. physiol. Chem. 245, 175 (1937). 
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quantitativ eine gut kristallisierende Acetylverbindung, die in den 
beiden fiir Acetyl-resibufogenin (11) charakteristischen Kristallmodi- 
fikationen (feine, flache Nadelchen bzw. kompakte, gleichmassige 
Rhomben) erhalten werden konnte. Ausserdem liess sich eine kristal- 
lisierte HC1-Verbindung gewinnen, die sich als identisch mit dem fru- 
her ") beschriebenen Resibufogenin-hydroehlorid (111) erwiesI6). Da- 
mit ergibt sich, dass im Giftsekret der B, mauretanicus als Haupt- 
bufogenin das amorphe, herzunwirksame Resibufogenin enthalten ist, 

I ForrnarnidlBenzol-Chloroform 6 :4  

22 23 24 25 26 27 28 

0 ; o o  
0 0 

8 0  
$ 0  

0 0  

0 
laufzeit 2hZ5' 

Fig. 2. 

denn die Fraktionen 5-21 machen mengenmassig rund 65% des ge- 
samten eluierten Materials aus. 

Aus den Fraktionen 22 -24 konnten Kristalle gewonnen werden, 
die nach Smp., Mischprobe, Drehung, Fsrbreaktionen und papier- 
chromatographischem Verhalten identisch mit Bufalin (IV) waren. 

l6) Die in der vorliegenden Arbeit angegebenen Smp. der Acetylverbindung und des 
Hydrochlorids sind mesentlich tiefer als die friiher fur diese Substanzen publizierten. Da 
die hier gefundenen Daten jeweils durch Smp.-Bestimmungen von Testsubstanzen verifi- 
xiert wurden, sind die fruheren diesbeziiglichen Angaben, die vermutlich auf eine fehler- 
hafte Einstellung der Kofler-Apparatur zuriickzufiihren sind, hinfiillig und durch Sub- 
traktion yon ca. 6O zu korrigieren. 
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I (R = H) Resibufogenin (amorph)[ - 51") IV  (R = H) Bufalin F. 244O [ - 9]c) 
F. 239-242" b) I1 (R = Ac) F. 218-230' L -  11") 

F. 215-2220 r - 31b) V (R = Ac) F. 230-247O [ - 6]C) 
I11 Hydrochlorid F. 230° [ + 151") F. 21 4-219' b )  F. 233-237' b )  

VI 

VII 

(R = H) Marinobufagind) 
F. 212-213' c ) f ) g )  [ + 111e) 
F. 218-219' h)')") F. 224-225' 1)') 

F. 216-218' '1 F. 194-220' [ + 26]')*) 

VIII (R = H) Bufotaliuinm) 
F. 233' L+ 14 in SOY/, Al]n) 
F. 195-201' [+ 191m) 

F. 235-243' [ + 311m) 
(R = Ac) F. 203-204' f )g)")  IX (R = Ac) F. 247'") 

X (R = H) Hellebrigenin (Bufota1idinn)o) 
pi/k(jiy 

RO / \ / I /  F. 238-239' [ + 18 An]P)Q) 
OH XI (R = Ac) I?. 242-247' [+ 341P)q) 

Ac =- CH,CO-. Die Zahlen in eckigen Klammern geben die spez. Drehung fur Na- 
Licht in den folgenden Losungsmitteln an: ohne Bezeichnung = Chloroform, A1 = Alko- 
hol, An = Aceton. 

") K.  Meyer, Helv. 35, 2444 (1952). 
b) Vgl. Exper. Teil dieser Arbeit. 
c )  K .  Meyer, Pharmac. Acta Helv. 24, 222 (1949). 
d)  Hypothet. Teilformel nach St. Pataki & K.  Meyer, Helv. 38, 1631 (1955). 
e )  J. J. Abel & D. I. Macht, J. Pharmacol. exp. Therap. 3, 319 (1911-1912). 
r )  H .  Jensen & K.  K .  Chen, J. biol. Chemistry 87, 755 (1930). 
g) H. Jcnsen & E. A. Evans j r . ,  J. biol. Chemistry 104, 307 (1934). 
h )  K. H. Slotta & K.  Neisser, Mcm. Inst. Butantan (Sao Paulo) I I, 89 (1937). 
1) V.  Deulofeu & J .  R. Mendive, Liebigs Ann. Chcm. 543, 288 (1938). 
k) V. Deulofeu, Z. Duprat & R. Lubriola, Nature 145, 671 (1940). 
1) K. Meyer, Helv. 34, 2147 (1951). 
m) Hypothet. Teilformel nach H.  8. Urscheler, Ch. Tarnm & T .  Reichstein, Helv. 38. 

n)  H .  IYieZand, G. Hesse & R. Huttel, Liebigs Ann. Chem. 524, 203 (1936). 
0) H. Tfieland d- G. Hesse, Liebigs Ann. Chem. 5 17, 22 (1935). 
D )  J. Schrnutz, Pharmac. Acta Helv. 22, 373 (1947). 
q) J .  Scl~rnutz, Pharmac. Acta Helv. 32, 1442 (1949). 

883 (1955). 
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Auch die Eigenschaften der Acetylverbindnng deckten sich mit den- 
jenigen des Acetyl-bufalins (V)17). 

Die Mutterlaugen der Fraktionen 22 -24 und die amorphe Frak- 
tion 25 wurden vercinigt, acetyliert und an Al,O, chromatographiert. 
Dabei konnten drei liristallisierte Acetyl-Verbindungen, nhmlich Acc- 
tyl-resibufogenin (11), Acetyl-bufalin (V) und Acetyl-marinobufagin 
(VI I )  in reiner Form gewonnen werden. Letzteres durfte zur Haupt- 
sache oder sogar ausschliesslich aus Fraktion 25 stammen. Diese 
Fraktion gab namlich im Papierchromatogramm (Formamid) einen 
sehr deutlichen Flecken mit einem Rf-Wert, der etwas kleiner war 

FormamidlBenzoJ-Chloroform 6 : 4 

Marinobufagin 26 Bufotalinin 
8 dram 

pel6 

0 &6 

f7cm 

Fig. 3. 

als der des Bufalins, was typisch fur 
Marinobufagin ist. Einen analogen 
Flecken zeigte auch das Papierchro- 
matogramm der sehr uneinheitlichen 
Fraktion 26.  Wir haben deshalb von 
letzterer nochmals ein Papierchroma- 
togramm mit dem System Forma- 
mid/Benzol-Chloroform 6 : 4 angefer- 
tigt, wobei wir auf demselben Papier- 
streifen auch die beiden Bufogenine 
Marinobufagin und Bufotalinin mit- 
laufen liessen. Wie aus Fig. 3 ersicht- 
lich ist, enthielt diese Fraktion zur 
Hauptsache die beiden Bufogenine 
Marinobufagin und Bufotalinin neben 
einer Reihe anderer, in vie1 geringerer 
Menge vorkommender Substanxen. Da 
keines dieser beiden Bufogenine in 
Kristallen gefasst werden konnte, ver- 
suchten wir durch Bereitung und Iso- 
lierung der krist. Acetylverbindungen 
obige Befunde noch zu erharten. Das 
rohe Acetylierungsprodukt aus Frak- 
tion 26 wurde an A1,0, chromato- 
graphiert und liess sich dabei in zwei 
kristallisierte Substanzen aufteilen: 

die erste erwies sich in bezug auf Smp., Mischprobe und Farb- 
rcaktionen (mit konz. H,SO, und SbC1,) als identisch mit Rcetyl- 
marinobufagin (VII),  die zweite auf Grund derselben Kriterien als 
identisch mit Acetyl-bufotalinin (IX)l*). Auch im Papierchromato- 

17)  Dabei maclit allerdings der Smp. des Acetyl-bufalins (V) aus B. mawetunicus 
eine Ausnahme, indem wir dafiir hier den relativ eng begrenzten Wert 233-237" fanden, 
wahrend V aus Ch'an Su im besten Fall zwischon 223-2340 schmolz. Der friiher angege- 
bene Smp. 230-247O fur V ist zu hoch (vgl. 16)). 

l8) Wir danken Herrn Prof. T. Reichstein bestens fur die Uberlassung von reinen 
Proben Bufotalinin und Acetyl-bufotalinin. 

105 



1666 HELVETICA CIII31IC.4 ACTA. 

g ~ a m r n ~ ~ )  zeigten diese hcetylverbindungen vollige Ubereinst'imm ung 
rnit den entsprechenden Derivatcn von rularinobufagin und Butotalinin. 

Aus den vereinigten Frakt,ionen 27 und 28 liess sich cine geringe 
JPenge Kristalle gewinnen, die unscharf bei ca. ZOOo sehmolzen. Im 
Papierc,liroma,togramm zeigten sie Rf-Werte und FBrbungen rnit An& 
mont'richlorid, die genau denjenigen des Hellebrigenins (X) entspra- 
chen. Nach Acetylierung liessen sich relativ leicht Kristalle gewinnen, 
die sich in allen Punkten als ident'isch mit Acetyl-hellebrigenin (XI) 
erwicsen. l3csonders die tiefrosa his permanganatfarbene FBrbung rnit 
k on z en  t r i  e r  t e r  Schwefelsaure, die nur wenigc Sekunden bestehen 
bleibt und auffallenderweise weder vom freien Hellebrigenin noch rnit 
84-proz. Ziehwefels&ure gegehen wird, stellt einen sehr strikten Beweis 
f iir das Vorliegen von Acetyl-hellebrigenin dar. Aucli im I'apier- 
chromatogramm zeigte die aus Fraktionen 27 iind 28 gewonnene hce- 
tylverbindnng im Vergleich mit authentischem Acetyl-hellelnrigenin 
absolute ihereinstimmung der Rf-TVerte und der Farhungen rnit 
Antimontrichlorid. 

Im  Yarotissekret von Bufo rnuuretunicus konnten somit eindeu- 
tig neben dem Phytosterin y-Sitosterin die 5 Bufogenine R'esibufo- 
genin, Bufalin, Marinobufagin, Bufotalinin und Hellebrigenin nach- 
gewiesen werden. Die ungefiihren Ausbeuten an den einzelnen Bufo- 
geninen - bezogen auf das getroeknete Parotissekret - sind in folgen- 
der Busammenstellung in yo aufgefuhrt, wobci die TVert,e fur die 3 
znletzt genannten niir als SchBtzungen zu gelten haben : 

Resibufogenin . . . I 1  Biifotalinin . , . . 0,l 
Bufalin . . . . . . 2 Hellebrigenin . . . . 0,l 
Marinobufagin. . . 0,3 

E x p er i m e n t e 11 er T ei 1. 
Alle Smp. wurden auf dem Kofler-Block bestimmt und sind korrigiert ; Fehlergrenze 

bis 250° etwa i 2". 
P a p i e r c h r o m a t o g r a p h i e :  Verwendetes P a g i e r :  Whatman Nr. I, in Streifen 

von 47 cm Langc und 10 cm (fur 3 Suhstaneen) bzw. 14 ern (fur 5 Snbstanzen) Breite 
geschnitten. Ca. 10 em vom obercn Rand wurden rnit Rleistift die Startlinie und auf dieser 
die Startpnnkte in einem gegenseitigen Abst.and von 2 3  em angebracht. Verwendete 
Sys tame:  I .  Formamid20)/Henzol-Chloroform 6:4;  2. ProPylenglSkol-Wasser 4: l/Bcnzol- 
Chloroform 1 : 1 *l). Die Impragnierung der markierten Streifen erfolgte durch einmaliges 
lnngsames Durclieiehen durch ein Gcmisch von 7 Teilen Aceton und 3 Teilen stationsrer 
Phase urid anschliessende Trocknung durch senkrechtes Hangenlassen (Startlinic oben) 
an der Luft wiihreiid 15 Min. &fit Hilfe von fein ausgezogenen Glaskapilla.ren oder Mikro- 
pipetten wurden 50-200 y Substanz, in wenig Methanol oder Aceton gelost, auf die 
Startpunkt.e anfget,ragm. Alle Chromatogramme wurclcn abstcigend ausgefiihrt. Die Olas- 
kammern wurden in einem ternperaturreguliertRn Raum auf 20° f lo gehalten. Die SLtti- 

l'j) Uber die Papierchromatograpliie der Acetyl-bufogeninc wurde in dcr 10. Mitt. 

2") Wir henutzten direkt ,,Formamid puriss. z. A. Kp.,,, 77-78O" der Firma 

21) Die cinzclncn Phasen der crwkhnten Systemc waren vor der Verwendung durch 

dieser Reihe berichtet. 

E'ZuLa. AG. in Ruchs. 

1. Lre.ftiges .' Scliiitteln und ansclrliessende Schichtentrennung gegenseitig gesiittigt Miorden . 
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gung der Kammern erfolgte durch Xinhangen cines Filt,rierpapierstreifens, der mit den 
jeweils beniitzten Losungsmit,teln getrankt worden war. Die Laufeeit betrug im 
a!lgemeinen etwa 3 Std. Die Trocknung der fcrtigen Chromatogramme erfolgte in der 
Weise, dass die Papierstreifen horizontal in eiriem Rahnicn fixiert, 1 Std. im Trockenkasten 
bei 60° und Iiierauf 1 6t.d. irn Vakuumtrockenkasten auf 1 20° gehalten wnrden, wobei 
beim letzteren voii der gegeriiiherliegenden Seite des Abzugliahns her vorsichtig Luft 
einstr6men gelassen wnrde. Dadurch crzielt man eiiie relativ rasclie und griindliche 
TrocknuiigZ2)). Die Entwickluiig der Chromatograinme erfolgte dnrch Respriihen mit eiiier 
20-proz. L6sung von Aiitimontrichlorid in Chloroform und anschliessendes Erhitzen der 
Papierstreifen im IViirmekasten auf 80° walirend 5-10 Min. Die Abgreneungen der Flek- 
ken wurden sofort mit Bleistift inarkiert und die irn Tageslicht und unter der UV.-Lampc 
erhaltcnen Farben notiert, da diese bald verblassen und einheitlich in helles Graublau bzw. 
Graubraun iibergeheii. 

Gewinnung des Gif t sekre tes :  Fur die eigene Giftgewinnung standen uns 10 
ausgewachsene Berberkroten zur Verfiigunge). Die Tiere wurden mit der linken Hand 
kraftig um den Leib gefasst und in hockender Stellung auf ein Brett gedriickt, das von 
einer Glasplatte (siehe Fig. 4) iiberdeclrt war. Mit Hilfe einer Pinzette oder noch besser 

/ 
rerhte Hand 

, 

Fig. 4. 
Seitenansicht dcr Giftgewinnung. 

mit Zeigefingcr und Dauinen wurden die Ianglichen, etwas hervorstehenden Driisenpaketc 
in der Ohrgegend moglichst tief gefasst und kraftig gepresst, wodurch das Sekret an das 
Glas spritzte. Durcli Verschieben des Tieres auf der Unterlage wahrend des ,,Melkens" 
liess sich das ausgepresste Sekret gleichmassiger auf der Glasplatte verteilon. Die mit 
Ciftsekret chargierten Platten wurden (Gift nach oben) in horizontaler Lage an einem 
vor direktem Sormenlicht geschiitzten, trockcnen Ort aufbewahrt, bis das Sekret trockcn 
war. Das Trockensekret sprang in lackartigen Sehuppen vom Glas ab oder konnte leicht, 
ahgeschabt werden. (Werden die Glasplatten vor der Verwendung mit einer h a u c h  - 
diinnen Schicht Vaselin- oder Silicon61 eingestrichen, so lost sich das trockene Gift 
spielend leicht von der Unterlage.) Die Trockiiung des Giftes sol1 moglichst langsam sich 
vollziehen, damit die Bufotoxine durch die im Sekret enthaltcnen Enzyme moglichst voll- 
standig in die freien Bufogenine gespalten werden. Das in frischem Zustand nach faulen- 
dem Kohl stinkende 8ckret ist nach dem Trocknen beiiiahe geruchlos. Wir fanden, dass 
sich rioch eiiie ganz respektable Alenge Giftsekret gewinnen Iasst, wenn man nach erfolgter 

22) Renn die mit Forrnamid impragniertcn Streifen nicht viillig trocken sind, lassen 
sich mit RbC1, keinc Farbflccken hervorrufen. \$:ird wahrend des Trocknens nicht standig 
ein Luftstrom durchgeleitet, so schlagt sich Formamid vor allem an den kiihleren Teilen 
des Kastens nieder und ist dann auch bci stundcnlangem Evakuieren kaum wegzubringen. 
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erster Giftgewinnung kurz darauf (ca. 30-40 Min.) eine zweite vornimmt. Dann scheineri 
die Giftorgane vollig leer zu sein, denn wir konnten erst wieder nach 4-6 Wochen nennens- 
werte Mengen ,,abmelken". 

Vorversuch:  Wir erhielten von den 10 eingesetzten Tieren total 1,899 g trockenes 
Sckret, das mit etwa dem gleichen Volumen reinem Seesand gemischt, im Morser fein ver- 
rieben und mit Chloroform befeuchtet in der Extraktionshiilse im Soxhlet 24 Std. mit 
Chloroform extrahiert wurde. Pu'ach Verjagen des Chloroforms verblieben 0,457 g Roh- 
cxtrakt (23,9%) als brauner Schaum. Diesar wurde in Chloroform gelost und rnit verd. 
HC1 und verd. Sodalosung von basischen bzw. sauren Bestandteilen befreit. Die mit Was- 
ser gewascherie Chloroformlosung wurde nach dem Trocknen iiber Natriumsulfat im Va- 
kuum eingedampft und crgab 167 mg neutralen Ruckstand (Schaum), entspr. 8 3 %  des 
eingeseteteu Trockcngiftes. 

Der so vorgereinigte neutrale Giftextrakt wurde iiber 5 g A1,0, nach dem Durchlauf- 
verfahren chromatographiert und in 12 Fraktionen aufgeteilt. Mit Ausnahme eincr ein- 
zigen Fraktion, die ca. 4 mg kristallisiertes Bufalin (Smp. 234-240O) gab, blieben alle 
Fraktionen amorph. Papierchromatographisch liessen sich darin mit Sicherheit Resibufo- 
geniri, Bufalin und Marinobufagin nachweisen. Die Papierchromatogramme wiesen da- 
nebcn noch eine Reihe anderer Flecken auf, die aber nicht mit Sicherheit einem bcstimm- 
ten Bufogenin zugeschrieben werden konuten. Nach Acetylierung der ersten amorphen 
Fraktionen konnte Acetyl-resibufogenin (11) in Kristallen gewonnen werden. 

Tabelle 1. 
Aufteilung von 985 mg vorgereinigtem Extrakt an 91,0,. 

Frak- 
tions- 
Nr. 

Eluierungsmittel 

1-4 

5 
6-7 
8-10 
1-13 
4-16 
7-19 
10-21 

22 

23 

24 

25 
26 

27 
28 

58 

20 
128 
102 
106 
46 
68 
67 
30 

85 

28 

20 
67 

27 
12 

864 
__ 

Petrolatlier-Benzol ( 1 : 4) 

Petrolather-Benzol ( 1 :4) 
Benzol 
Benzol-Chloroform (19: 1) 
Uenzol-Chloroform ( 9: I) 
Benzol-Chloroform ( 4:l) 
Benzol-Chloroform ( 3:2) 
Henzol-Chloroform ( 3: 7)  
Benzol-Chloroform ( 3 : 7) 

Chloroform 

Chloroform 

Chloroform 
Cliloroforni-nletlianol (99: I) 

Chloroform-Methanol (99: 3 ) 
Chloroform-Methanol (49: 1) 

Total 

Ergebnisse der 
Papier- 

chromatographie 

Resibufogenin 
Resibufogenin 
Resibufogenin 
Resibufogeriin 
Resibufogenin 
Resibufogenin 
Resibufogenin 
Resibufogenin + 

Bufalin 
Bufalin + Marino- 

bufagin (?) 
Bufalin+ Marino- 

bufagin (?)  
Marinobufagin 
Marinobufagin + 

Bufotalinin 
Hellebrigenin 

Habitus, 
bei Krist. Smp. 

feine Nadelchen 
lceton), 146-149" 

y-Sitosterin 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
Prism,pn 

(Aceton- Ather) 
ufalin 239 - 242O 

amorph 
amorph 

ca. 2000 

H a u p t v c r s u c h :  6,155 g Trockensekret wurden analog wie im Vorversuch im 
Soxhlet extrahiert und gaben total 12% mg Rohextrakt (Schaum). Die Hauptmenge der 
rhloroforniloslichen Bestaiidtcile - nanilicli 3 050 mg - war schon im Laufe von 2 Std. 
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cxtrahicrt. Der Rohextrakt wurde direkt uber 20 g A1,0, filtriert, wobei 985 mg hcllgelb- 
braun gefarbtes Material (als Schanm) rcsultierte, das in iiblichcr Weise an 30 g A1,OZ 
nach dcm Durchlaufverfahren in 30 Fraktioncn aufgcteilt wurdc (siehe Tab. 1). 

a) y-Si tos tc r in .  Die Fraktioncn 1-5 gaben aus Methanol fcine Nadelchen (sehr 
gut liislich in Ather und Pcntan), nach einmaligcm Umkristallisicrcn Smp. 146-149O. 
Sie zeigtcn im Gemisch niit y-Sitosterin vom Smp. 148-150O kcine Depression. Die durch 
Acctylierung in Pyridin-Acctanhydrid gewonncne L4cctylvcrbindung kristallisierte aus 
Sccton-Athcr in dunncn, seidenglanzendcn Blattchcn vom Smp. 132-134O und zcigte 
mit authentischem Acctyl-y-sitosterin keine Depression. 

b) Res ibufogenin  (I). Die Mutterlauge der Frakt. 5 und die Fraktionen 6-21, 
die allc amorph waren, gabcn im System Formamid-Bcnzol-Chloroform 6 : 4 einen einzigen 
Flecken, bcdingt durch Resibufogcnin (I), das als sehr wenig polare Substanz eine Wande- 
rungsgeschwindigkeit aufweist, die bcinahe derjenigen der Losungsmittelfront entspricht. 
Dcr Muttcrlaugenriickstand von Fraktion 5 und die Fraktionen 6-21 wurden vereinigt 
(ca. 500 mg) und fur die folgenden Umsctzungen cingcsetzt. 

1. Acety l - rcs ibufogcnin  (11). 200 mg wurden in  Pyridin-Acetanhydrid durch 
Stchenlassen wahrend 24 Std. bei 200 acctyliert. Aus Accton-Ather 180 mg flache, lange 
Nadelchen oder dickc, rhombische Plattchcn. Smp. 215-222O; [or]? = - 3,450 (c = 2,325 
in Chloroform). Die Farbungen mit konz. Schwcfclsaure waren genau gleich wie diejenigen 
mit authentischem Acetyl-rcsibufogenin aus Ch'an Su. 

2. Resibufogcnin-hydrochlor id  (111). 100 mg wurden mit 5 cm3 Chloroform, 
tlas bei Zimmertempcratur mit trockcnem HC1-Gas gcsattigt wordcn war (10,3 mg HCl/ 
cm3), versetzt und 24 Std. in dicht verschlossenem Gcfass stehengclassen. Hierauf wurde 
rnit 20 em3 Chloroform vcrsetzt und rasch rnit wcnig Sodalosung und Wasser ausgeschut- 
telt. Die neutral gcwaschene Chloroformlosung wurdc uber Natriumsulfat getrocknet, 
filtriert und im Vakuum verdampft. Der Riickstand gab aus Aceton-Ather farblose Blatt- 
chcn vom Smp. 208-218O. Bedstein-Probe positiv. Eine Probe diescs Hydrochlorids 
wurde wie friihcr a) an Mg-Silikat chromatographiert. Smp. 214-219O. Misch-Smp. mit 
authentischem Resibufogenin-hydroehlorid vom 6mp. 217-222O: 215-221 O .  

c) Bufal in  (IV). Die Praktionen 22-24 gabcn, in einer Spur Aceton gelost, auf 
Zusatz von Ather Kristalle, die zwischen 230-238O schmolzen. Die Kristalle wurden ver- 
einigt und zweimal aus Aceton-Ather umkristallisicrt. Smp. 239-2420 (Sint. ab ca. 227O). 
Misch-Smp. rnit authentischem Bufalin vom Smp. 240-242" (Sintern ab 235'): 
238-241O (Sint. ab 230O). Die Farbreaktionen rnit konz. Schwcfelsaurc und SbCl, waren 
identisch mit denjcnigcn dcs Bufalins. - Die in iiblichcr Weise bereitetc Acetylverbindung 
schmolz bei 233-237O. Authcntisches, durch Chromatographic an A1,0, gereinigtes Ace- 
tyl-bufalin vom Smp. 222-232O gab bei dcr Mischprobe kcine Depression (224-234O). 

d) Acctyl-rcsibufogenir i  (11), A c e t y l - b u f a l i n  ( V )  u n d  A c e t y l - m a r i n o -  
bufagin  ( V I I ) .  Die Mutterlaugen der Fraktioncn 22-24 und die amorphe Fraktion 25 
wurden vereinigt, in Pyridin-Acetanhydrid acctyliert (crhalten ca. 70 mg) und an Al,0, 
nach dcr Durchlaufmethode chromatographicrt. Petroliither-Bcnzol (1 : 1) und (I : 3) 
cluierten 20 mg Material. Aus Ather feine Kristallnadclchen vom Smp. 212-218O (Acetyl- 
resibufogenin (11)). Benzol, Benzol-Chloroform (19: l),  (9: l )  und (4:l) cluicrten 22 mg 
Substanz. Aus &her feine Prismcn vom Smp. 226-236O (Acetyl-bufalin (V)). Die Eluate 
rnit Benzol-Chloroform (3 : 2) und (3 : 7) gaben rund 14 mg, die aus einer Spur Aceton auf 
Zusatz von Ather kristallisicrten; Smp. 198-213O, Misch-Smp. rnit Acetyl-marinobufagin 
(VII) (Smp. 196-216O) ebenso. Die Farbreaktionen mit konz. Schwefclsaure und SbC1, 
warcn genau gleich wie diejenigen von authentischem Aeetyl-marinobufagin. Auch im 
papicrchromatographischen Verhalten'g) bestand vollige Ubereinstimmung niit authenti- 
schem Acetyl-niarinobufagin. 

e) A c e t y l - m a r i n o b u f a g i n  ( V I I )  u n d  A c c t y l - b u f o t a l i n i n  (IX).  Da die 
Fraktion 26, die auf Grund der Papierchromatographic (Fig. 3) vor allem Marinobufagin 
und Bufotalinin enthiclt, nicht zur Kristallisation gcbracht werdcn konnte, wurde sie in 
iiblicher Weise acetyliert und das rohe Gemisch der Acctylverbindungen an A1,0, chroma- 
tographiert. Das mit Bcnzol-Chloroform (4: 1) und der ersten Fraktion (3 : 2) eluierte 
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Material gab aus einer Spur Aceton auf Zusatz einiger Tropfen Ather eine kleine Menge 
Kristalle (rhombische Prismen), die zwisehen 200 und 222O schmolzen = Acetyl-marino- 
bufagin (VII). Die mit Benzol-Chloroform (3 : 2) und reinem Chloroform eluierte Substanz 
liess sich ebenfalls aus einer Spur Aceton auf Zusatz einiger Tropfen Ather zur Kristalli- 
sation bringen. Smp. 232-244O (Zers.) ; Misclr-Smp. mit authentischem Acetyl-bufotali- 
nin (IX) vom 8mp. 235-243" (Zers.) ohne Depression. Die Farbungen mit konz. Schwefel- 
sauro unci SbCl, sowie das papierchromatographische Verhaltenl9) zeigten vollige Uber- 
einstimmung mit authentischem Acetyl-bufotalinin. 

f )  Acety l -he l lebr igenin  ( X I ) .  Aus den vereinigten Fraktionen 27 und 28 
konnte aus wenig Aceton auf Zusatz von Ather eine geringe Menge Kristalle isoliert wer- 
den; Smp. sehr unscharf bei ca. 200O. Im Papierchromatogramm (Formamid/Benzol- 
Chloroform) gaben sie praktisch nur einen Flecken, dessen Rf-Wert ca. 0,06 betrug. Mit 
Antimontrichlorid farbte dieser sich gelb-grun. Authentisches Hellebrigenin zeigtc im Ver- 
gleich denselben Rf-m'ert und die namliche Farbung mit SbCl,. Kristalle und Mutterlauge 
der Fraktionen 27 und 28 wurden vereinigt und acetyliert. ]>as rohe Acetat wurde an 
A1,0, chromatographiert und gab drusige Kristalle, die bei 228-237O (Zers.) schmolzen. 
Sie zeigten mit authentischem Acetyl-hellebrigenin (XI) vom Smp. 218-247O (Zers.) 
(papierchromatographisch einheitlich) den Misch-Smp. 220-244O (Zers.). - Sehr typisch 
fur Acetyl-hellebrigenin ist seine Farbung rnit konz. H,S0, : werden einige Kristalle auf 
konz. H,SO, aufgestreut, so nehmen diese ganz kurze Zeit (einige Sek.) eine intensive 
Rosa- bis Permanganat-Farbung an. Hellebrigenin selbst zeigt dieses Verhalten nicht. 
Mit 84-proz. H,SO, gibt auch Aeetyl-hellebrigenin nur eine Gelbfarbung. Das aus B. mau- 
retanicus gewonnene Acetyl-hellebrigenin zeigte nun dasselbe Verhalten gegenuber konz. 
H,SO, wie das authentische Acetyl-hellebrigenin und gibt auch mit Antimontrichlorid 
dieselben Farbungen. Auch in1 Papierchromat~gramm~~) liess sich vollige nbereinstim- 
mung feststellen. 

Z u s  ammenf  a s sung. 
I m  Giftsekret der Berberkrote, das durch Auspressen der Paro- 

tiden von Bufo mauretanicus 1;. gewonnen worden war, liessen sich 
sowohl mit Hilfe der Papierchromatographie wie aueh auf prapara- 
tivem Wege eindeutig die folgenden Bufogenine nachweisen : Resibufo- 
genin, Bufalin, Marinobufagin, Bufotalinin und Hellebrigenin. Die 
papierchromatographischen Ergebnisse machen es sehr wahrschein- 
lich, dass ausser den genannten noch andere Rufogenine im Giftsekret 
von B. mauretanicus enthalten sind. Das Hauptbufogenin dieser 
Krotenart ist das herzinaktive Resibnfogenin. 

Pharmazeutische Anstalt der Universitat Basel. 

173. 2-Methyl- und 2,P-Dimethyl-dihydro-nicotinsaureester 
von H. Kiihnis, L. Kuss und P. Karrer. 

(14. V. 57.) 

Vor kurzem wurden von h'. Tsuda et aL1) zwei neue, einfache 
Dihydro-pyridin-Abkommlinge beschrieben, die sie aus @-Amino- 
erotonsiure-athylester und Acrolein bzw. Crotonaldehyd erhielten. 
Sie gaben ihnen (ohne Beweis) die Konstitution des 2-Methyl-l,4- 
- _ _ _ _  

1) K .  T'suda, 1'. Satoh, S. Zkekazur d ,  H .  Xishima, J. org. Chemistry 21, 800 (1956). 


