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Je 5 ml der Milchsaftlésungen wurden vorsichtig in Reagensglaser pipettiert und in
diese je ein Thermometer gesteckt. Die Glaser wurden bis zu 3/ in ein Wasserbad gestellt
und héufig langsam bewegt. Nach der Versuchszeit wurden sie in Eiswasser auf 20° ab-
gekiihlt und sofort zur Bestimmung der Peroxydase-Aktivitdt verwendet.

Darstellung der Bitterstoffe

20 g Latucylpulver wurden mit 120 g Seesand verrieben und 30 Stunden mit durch
Natriumsulfat getrocknetemn Chloroform im Schliffsoxleth extrahiert, der durch ein
Calciumchloridrohr gegen Feuchtigkeitszutritt geschiitzt war. Die im Losungsmittel ab-
geschiedene hellbraune Masse (1,6 g) wurde im Trockenschrank bei 60° getrocknet, im
Moérser fein gerieben und mit kaltem Wasser angerithrt. Die Anschwemmung wurde in
1500 ml Wasser gegeben, das sich kurz vor dem Sieden befand. Die triibe Mischung wurde
dann im Wasserbad zirka 10 Minuten unter Umrithren erhitzt und heiB filtriert. Das klare
Filtrat triibte sich beim Erkalten und wurde bis zum anderen Tag in den Eisschrank ge-
stellt. Die abgesaugten Kristalle (0,55 g) hatten nach eintédgigem Stehen im Exsikkator
einen Schmp. von 140°, Durch mehrmaliges Umkristallisieren, wobei die Substanz in der
1000fachen Menge heiBen Wassers gelost wurde und wie oben weiter behandelt wurde,
stieg der Schmp. auf 148—149° (Mikro-Schmp.). Durch weiteres Umkristallisieren mit
Wasser, Chloroform oder Benzol veranderte sich der Schmp. nicht, ebensowenig durch
Erhitzen der Substanz in der Trockenpistole iiber P,O; auf 120°.

Das oben erhaltene Filtrat von den zum erstenmal im Eisschrank ausgeschiedenen
Lactucopikrin-Kristallen wurde auf dem Wasserbad bis fast auf 150 ml eingeengt. Beim
Erkalten schieden sich gelbbraune Kristalle ab, die abgesaugt und mit kaltem Wasser
ausgewaschen wurden (0,15 g). Das Roh-Lactucin wurde in der 100fachen Menge heiBlen
Wassers gelost und filtriert. Im Eisschrank schieden sich Kristalle vom Schmp. 209—215°
ab. Mit Zink und Salzsiure behandelt, gaben Mengen von 0,1 mg eine stark rotviolette
¥arbe, wie sie in der Mitteilung?) als charakteristisch fiir Lactucin angegeben ist. Nach
dreimaligem Umkristallisieren aus Wasser wurde der Schmp. bei 214—218,5° gefunden.
AnschlieBend wurde dreimal aus Methanol und einmal aus Dioxan umgeldst. Der Schmp.
lag dann bei 224—228° (Mikro-Schmp.}).

1216. Carl Heinz Brieskorn und Karl Hermann Eberhardt
Die Oxytriterpensiauren des Salbeis

9. Mitteilung iiber die Inhaltsstoffe von Salvia officinalis L.
Aus dem Institut fiir Galenische Pharmazie der Universitit Istanbul und dem Institut fiir
Pharmazie und Lebensmittelchemie der Universitit Miinchen

(Eingegangen am 11, Dezember 1952)

Durch unsere bisherigen Untersuchungen wurde gezeigt, dall sich die Terpen-
synthese hei den Labiaten nicht mit der Bildung von Mono- und Sesquiterpenen
erschépft, sondern auch ein Triterpen — die Ursolsiure — aufgebaut wird!). Wir
konnten weiter wahrscheinlich machen, dall die Bildung und der Gehalt an Ursol-
sdure in einem Zusammenhang mit der Menge des dtherischen Oles stehen?). Zur
FErhirtung dieser Beobachtung sollte gepriift werden, wie weit die Labiaten noch
weitere, nicht wasserdampffliichtige Triterpene synthetisieren.

);1) C. H. Brieskorn und L. Schlumprecht, Arch. Pharmaz., Ber. dtsch. pharm. Ges. 284/56,
239 (1951).

2y C. H. Brieskorn, M. Briner, L. Schlumprecht und K. H. Eberkardt, Arch. Pharmaz. Ber.
dtsch, pharm. Ges. 285/57, 290 (1952).
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Die Oxytriterpensduren des Salbeis

‘Die Ausfithrung dieser Untersuchungen erfolgte zunichst an Salbeiblattern, da
die Isolierung der Ursolsiure aus dieser Labiate besonders gut und in reichlicher
Ausbeute moglich war.

Ausgangsmaterial waren die dunkelgriinen Chloroform-Waschfliissigkeiten, die
bei der Isolierung der Ursolsiure anfielenl). Sie wurden zur Trockene eingeengt.
Beim Digerieren des erkalteten Riickstandes mit Ather losten sich die gefirbten
Anteile leicht und vollstindig heraus. Es blieb ein weillliches Pulver zuriick, das
sich harzig anfiihlte und eine positive Reaktion nach Liebermann-Storch- Morawsk:
auf Triterpene gab. Wurde dieses Pulver in wenig 96%igem Athanol heify geldst,
so schieden sich nach dem Erkalten kleine, schon ausgeprigte Kristallnadeln ab.
Thr Schmelzpunkt von 285° (korr.) liefl eine Identitit mit Ursolsiure vermuten.
Die Schmelzpunkte des Acetylesters und des Methylesters dieser Verbindung
stimmten mit den entsprechenden Derivaten der Ursolsiure iiberein: im Misch-
schmelzpunkt ergab sich keine 60~
Depression. Im polarisierten
Licht zeigte die isolierte Sub-
stanz dagegen eine um rund /I X
109, hohere spezifische Dre-
hung als Ursolsaure.

S
I
~

Die Derivate dieser neuen
Verbindung wiesen Mutarota-
tion auf. Die spezifische Dre-
hung lag nach dem Losen nied-
riger, erreichte dann nach 15
Minutén den Wert der Litera-
turangaben fiir Ursolsiure®)
und vergréBerte sich im Laufe
der folgenden 15 Minuten noch
um einen geringen Betrag.
Die Versuchsergebnisse zeigten
weiter, dall auch die Loslich-
keit der beiden Substanzen in
Alkohol und Chloroform ver-
schieden ist. Wurden Salbei-
blitter im Soxleth mit Athanol
ausgezogen, jeder Uberlauf ge-

N
D

T
—

mq % (ber auf wasserfreie Droge)

trennt aufgefangen und die 7 2 3 4 5 ¢ 7 8

beiden ,,Ursolsiuren’* unter
gleichen Versuchshedingungen
jeweils quantitativ ermittelt,
so ergab sich folgendes Kur-
venbild (Abb. 1).

Anzahl der Uberliufe
Abb. 1. Verhéltnis von Ursolsiiure (I), Ursolsiure (IT)
und Oleanolsiure bel einzelnen Soxlethiiberldufen

Ursolsaure (I)
Ursolsaure (II)
Oleanolsédure

3) Th. Bersin und A. Miiller, Helv. chim. Acta 34, 1868 (1951),
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Fir diesen Versuch fanden ausgewahlte Blatter von Salbeipflanzen Verwendung,
die im Versuchsgarten?) gezogen worden waren. Die Ernte fand im Mai statt,
nachdem frithere Untersuchungen?) ergeben hatten, dal wihrend dieses Monates
der Ursolsiuregehalt ein Maximum erreicht.

Die Auswertung der in Abb. 1 gezeigten Kurven ergibt, dal} die Extraktion der
Ursolsaure aus der Droge wihrend der ersten beiden Uberlaufe stark behindert
ist, was auf ihre chemische Bindung in der Pflanze hindeutet. Durch die Alkohol-
einwirkung scheint diese Bindung gelést zu werden, da die Ausbeute vom dritten
Uberlauf an groBer wird, um ihr Maximum dann beim fiinften Uberlauf zu er-
reichen. Die neu isolierte Substanz wird dagegen beim ersten Uberlauf in sechsmal
hoherer Konzentration als Ursolsiure herausgelést und findet bereits beim zweiten
Uberlauf den héchsten Wert.

Auf Grund des gleichen chemischen, aber verschiedenen physikalischen Ver-
haltens hezeichnen wir diese Verbindung als Ursolsiaure (II).

Bei der Suche nach weiteren Triterpenen wurde von der atherischen Lésung
ausgegangen, die in dem oben geschilderten Versuch bei der Isolierung der Ursol-
sdure (II) angefallen war. Der Riickstand dieser Liosung liel sich durch andere
organische Lésungsmittel nicht weiter aufteilen. Deshalb versuchten wir eine
direkte Ausschiittelung mit Fliissigkeiten, die mit Ather nicht mischbar sind.
Wahrend dieses Verfahren mit verdiinnter Schwefelsiure keine Ergebnisse zeigte,
l6sten sich bei Anwendung von 59iger Natriumbikarbonat-, 5%iger sekundirer
Natriumphosphatlosung oder 5%iger Kalilauge sofort rotgefirbte Anteile aus dem
Ather heraus. Aus der mit Kalilauge erhaltenen Ausschiittelung schieden sich nach
eintigigem Stehen Kristalle ab, die eine positive Reaktion auf Triterpene nach
Liebermann-Storch- Morawski gaben. Der Schmelzpunkt lag bei 308—309° (korr.).
Die leichte Loslichkeit der Kristalle in alkoholischer Kalilauge und in Pyridin
deutete auf einen Saurecharakter hin. Die Vermutung, daB es sich bei dieser Ver-
bindung um Oleanolsdure handeln kénnte, wurde durch das iibereinstimmende
Verhalten der Schmelz- und Mischschmelzpunkte, sowie der Verbrennungswerte
einer aus Gewiirznelken®) hergestellten Oleanolsiure hewiesen. Auch im Verhalten
der Methyl-, Acetyl- und Methylacetylderivate zeigte sich Ubereinstimmung mit
den Angaben der Literatur®).

Salbei ist damit eine weitere Droge, aus der das Sapogenin Oleanolsiiure in nicht
gebundenem Zustand isoliert werden kann?). Bei der Extraktion aus der Droge
war die Hauptmenge dieser Verbindung bereits im ersten Uberlauf enthalten
(s. Abb.1).

An Salvia officinalis zeigt sich sehr eindrucksvoll, mit welcher Mannigfaltigkeit
die Pflanze Terpenverbindungen aufzubauen vermag. Sie begniigt sich hier nicht —

4) Herrn Regierungsrat Dr. Steigerwaldt vom Staatl. Versuchsgarten Holzapfelskreuth, Miin-
chen, sei auch an dieser Stelle fiir sein grofes Entgegenkommen aufrichtigst gedankt.
5) K. H. Eberhardt, Dissertation Miinchen 1952, noch unversffentlicht.
8) F. D. Dodge und F. Tutin, J. Americ. chem. Soc. 40, 1917 (1918) und 62, 1722 (1950).
%) F. B. Power und F. Tutin, J. chem. Soc. transact. 93, 891 (1908); Ch. E. Sando, J. biol.
Chemistry 56, 457 (1923); A. Winterstein und W. Haemmerle, Hoppe-Seyler’s Z.. physiol. Chem.
199, 56 (1931).
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wie bei anderen Pflanzen — mit nur einer Oxytriterpensiure, sondern 1t neben
Ursolsdure noch Oleanolsiure und eine lgslichere Form der Ursolsiure entstehen.
Die Mengenverhiltnisse wechseln je nach der Qualitit des Salbeis, die prozentuale
Zusammensetzung bleibt jedoch annihernd gleich (s. Tab.1). Hierin wird eine
Berechtigung fiir die Annahme gesehen, dafl die Entstehung der Oxytriterpen-
siuren ein streng gesteuerter, wahrscheinlich fermentativer Vorgang ist.

Tabelle 1

Verhaltnis von Ursolsdure (I), Ursolsdure (I1) und Oleanolsdure
in verschiedenen Salbeiproben des Handels

Probs Nr Ursolsédure 1 Ursolsidure 1T (Oleanolsdure
’ gr Anteil %, gr Anteil 9 gr Anteil %,
1 ' 3,77 79,4 ‘ 0,47 9,9 051 107
2 1,97 77,0 0,28 10,9 0,31 12,1
3 ! 1,59 78,3 ’ 0,20 9,9 0,24 11,8 -

Das gemeinsame Vorkommen von Ursolsiure und Oleanolsidure in einer Pflanze
ist bisher nur von Vitis vinifera®), Thymus vulgaris?) und Crataegus oxyacanthal?)
bekannt.

Der Gesamtgehalt an Oxytriterpensiuren in Handelssalbei liegt durchweg hoher
als der Gehalt an atherischem 01, welcher nach unseren Untersuchungen bis zu
1,59, gefunden wurde?). In dieser Prozentangabe sind jedoch auch andere Bestand-
teile enthalten, da sich das atherische Ol nicht nur aus Terpenen zusammensetzt.
Hieraus ergibt sich, dal in Salvia officinalis die Synthese von Terpenen eindeutig
in Richtung der héhermolekularen Verbindungen verlauft.

Beschreibung der Versuche
Isolierung der Ursolsdure (II)

Die vereinigten Chloroform-Waschflissigkeiten!) wurden auf dem Wasserbad bis zur
Trockne eingeengt. Eine Nachtrocknung erfolgte bei 80° im Trockenschrank bis zum Ver-
schwinden des Chloroformgeruches. Durch dreimaliges Ausziehen mit je 50 ml Ather
lieBen sich aus dem Riickstand samtliche gefarbten Anteile herauslésen, und es hinter-
blieb eine nur noch schwach griin gefirbte Masse. Sie wurde in einer 29%igen methyl-
alkoholischen Kalilauge unter Riickflul 30 Min. zum Sieden erhitzt und die noch heiBle
Losung sofort filtriert. Bei tropfenweiser Zugabe von 10%iger Schwefelsiure zu der er-
kalteten Fliissigkeit bildete sich ein weiler Niederschlag und die Farbe der Liosung dnderte
sich von rot nach gelbgriin. Durch Zusatz von 500 ml Wasser traten Vermehrung und
langsames Absetzen des Niederschlages ein. Dieser wurde abgenutscht, bei 105° getroocknet
und aus 969%igem Alkohol umkristallisiert. Schmp. 284,5—285°1%),

[elfl = +172,4° (¢ = 0,1356 in Methanol)
CoH:0;  Ber.: €78,88%  H 10,619
Gef.: » 78,739 » 10,849%,.

8) K. 8. Markley, Ch. E. Sando und 8. Hendricks, J. biol. Chemistry 123, 641 (1938);
8. Kuwada und T. Matsukawa, J. pharmac. Soc. Japan 53, 368 (1933).

%) E.J.Rowe, J.E.Orr, A, H. Ukl und L. M, Parks, J. Amer. pharmac. Assoc. 38, 122 (1949).

10) Th. Bersin und A. Miller, Helv. chim. Acta 35, 1891 (1952).

11y Alle Schmelzpunktswerte sind korrigiert.
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Acetyl-ursolsdure
0,2 g der Kristalle vom Schmp. 285° wurden mit 8 ml frisch destillierten Acetanhydrids
auf dem Olbad unter RiickfluB 90 Min. lang zum Sieden erhitzt. Nach dem EingieBen

der noch warmen Losung in 25 ml Wasser schieden sich beim Stehen feine, glinzende
Nadeln ab. Schmp. 286°.

Sofort Nach 15 Min. Nach 30 Rin.
[e]ft = 1 62,5° 168,0° 69,1°
(¢ = 0,1176 in Chloroform)
C,,H;,0, Ber.: C 77,06%, H 10,119,

Gef.: » 76,96%,  » 10,07%,

Ursolsaure-methylester

0,5 g der Kristalle vom Schmp. 285° wurden in 25 ml n/1 methylalkoholischer Kali-
lauge gelost und unter Umschiitteln tropfenweise mit frisch destilliertem Dimethylsulfat
versetzt bis die Losung sauer reagicrte. Durch langsame Zugabe von Wasser erstarrte die
Losung zu einem dicken, weillen Kristallbrei. Dieser wurde abgenutscht, mit 29 iger KOH
und Wasser bis zur neutralen Reaktion gewaschen und dann in heiBem 96%igem Athanol
gelost. Bei Zugabe von Wasser bis zur gerade beginnenden Tritbung schieden sich aus der
Lésung feine, lange Nadeln ab. Schmp. nach Trocknung bei 105°: 169—170°,

Sofort Nach 15 Min. Nach 30 Min.
[alfyt = +62,7° + 69,1° +70,3°
(¢ = 0,1068 in Chloroform)
C,,H;,0, Ber.: € 79,089, H 10,719

Gef.: » 78,84%  » 10,85%

Acetyl-ursolsdure-methylester

0,2 g des Methylesters (Schmp. 169—170°) wurden mit 8 ml frisch destillierten Acetan-
hydrids 60 Min. unter RiickfluB auf dem Olbad zum Sieden erhitzt und noch warm in
40 ml Wasser eingegossen. Beim Stehen iiber Nacht hatten sich aus der Acetanhydrid-
schicht stibchenformige Kristalle gebildet, die aus wenig Athanol umkristallisiert wurden.
Schmp. nach Trocknung bei 105° 244 —245°.

Sofort Nach 15 Min. Nach 30 Min.
feldt = -+ 60,7° + 65,9° + 66,8°
(¢ = 0,1346 in Chloroform)
CysH;,0, Ber.: C 77,299, H 10,229
Gef.: » 76,849, » 9,849,

Isolierung der Oleanolsdaure

Die bei der Darstellung der Ursolsiure (II) angefallene, dunkelgriine Atherlésung
wurde 5mal mit je 20 ml 1,5%,iger KOH ausgeschiittelt. Dabei schieden sich an der Phasen-
grenze Mikrokristalle ab. Die rotgefiarbten, vereinigten Losungen blieben iiber Nacht zum
Verdunsten des Athers stehen, wobei sich die kristalline Abscheidung noch vermehrte.
Zum Nachwaschen der abfiltrierten Substanz diente zuerst 5%ige Schwefelsfiure und an-
schliefend heilles Wasser. Nach dem Trocknen des Riickstandes bei 105° wurde dieser
noch mit heiem Petrolather gewaschen, da nach unseren Beobachtungen hierdurch eine
reinere Oleanolsaure erhalten werden konnte. Das Umkristallisieren erfolgte aus wenig
heiBem Athanol und Zusatz von Wasser bis zur gerade beginnenden Triibung. Beim Ab-
kiihlen schieden sich aus der Losung feine Nadeln ab. Schmp. 306—308°,

[e]})! = +73,8° (¢ = 0,1506 in Methanol)
(,H, 0,  Ber.: C78,88%  H 10,619
Gef.: » 78,769, » 10,47%,
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Acetyl-oleanolsiure

0,5 g der Kristalle vom Schmp. 306—308° wurden mit 20 ml frisch destillierten Acetan-
hydrids auf dem Olbad unter Riickflu8 120 Min. zum Sieden erhitzt. Nach dem EingieBen
der noch warmen Lésung in 100 ml Wasser kristallisierten beim Stehen iiber Nacht feine
Nadeln aus. Sie wurden mit einer Wasser-Alkoholmischung 1 : 1 gewaschen und dann
aus 80%igem Alkohol umkristallisiert. Schmp. 265,5°.

CyoH;00, Ber.: C 77,069, H 10,119
Gef.: » 76,929, » 9,939,

Oleanolsiaure-methylester

Die Darstellung erfolgte wie bei Methyl-ursolsiure. Der Methylester kristallisierte aus
96%jigem Athanol, nach Zugabe von Wasser bis zur gerade beginnenden Triibung, in
Form langer, feiner Nadeln aus. Schmp. nach Trocknung bei 105°: 200°.

Cy,H;0 O, Ber.: C 79,08%, H 10,719
Gef.: » 78,919, » 10,899.

Acetyl-oleanolssure-methylester
Die Darstellung entsprach derjenigen der analogen Ursolsiureverbindung. Das Um-
kristallisieren erfolgte aus siedendem 96%igem Athanol und ergab nach dem Trocknen
bei 105° Nadeln vom Schmp. 218—219°. :
C,,H,,0, Ber.: C 77,299, H 10,229,
Gef.: » 76,989,  » 10,13%,

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sprechen wir fiir die Unterstiitzung
der Arbeit unseren aufrichtigen Dank aus,

1217. Fr. Rolf Preuf

Zur Stabilisierung von Rivanollésungen gegen Elektrolyte,
insbesondere Natriumchlorid und iiber eine einfache Reaktion
zur Unterscheidung von Rivanol- und Trypaflavinlésungen.

Aus dem Pharmazeutischen Institut der Universitit Freiburg/Br.,
Direktor Prof. Dr. Dr. Merz.

(Eingegangen am 13. Dezember 1952)

Rivanol und Trypaflavin sind bekanntlich Farbstoffe der Acridinreihe und von
untenstehender Konstitution. Sie haben als Oberflichen- und Tiefen-Antiseptica
auch neben den Sulfonamiden und Antibiotica immer noch grofle praktische Be-
deutung, das Rivanol auch als peroral anwendbares Mittel gegen infektiose Darm-
erkrankungen verschiedener Atiologie.
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Rivanol (= 2-Athoxy- Trypaflavin (= 3,6-Diamino-

6,9-Diamino-acridinlactat). 10-methyl-acridiniumchlorid).



