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332. Heinrich Wieland, Gerhard Hesse und Heinz Mit-
i as C h: Uber basische Inhaltsstoffe des Hautsekrets der Krote 1).

[Aus d. Chern. Laborat. d. Bayr. Akad. d. Wissenschaften zu Mlinchen.j
(Eingegangen am 3· August 193I.)

Neben den stickstoff-freien Lactonen des Hautsekrets der Krote (Bufo-
talin, Bufagin u. a.) scheint von den meisten Bufo-Arten eine Kombination
dieser wohl den Gallensauren nahestehenden Verbindungen mit Suberyl-
arginin im Bufotoxin und analog gebauten Substanzen erzeugt zu werden.
Aber auch basische, alkaloid-ahnliche Stoffe sind im Hautdrusen-Sekret, und
zwar von 'Bufo vulgaris, angetroffen worden, zuerst von Bert rand und

P'h isa li x t) in chemisch nicht naher definierter Form. Erst 1920 hat H. Han-
d ov sky t) die von Bertrand und Phi salix als Bufotenin bezeichnete
Base in Gestalt mehrerer krystallisierter Salze isoliert. Aus Analyse und
Molekulargewichts-Bestirnmung wird die Formel CSH9NOabgeleitet. Da die
Base die Fichtenspan-Reaktion der Pyrrole liefert, stellt Handovsky mit
Vorbehalt fur sein Bufotenin die Formel I auf, die durch das Ergebnis einer
.Methylimid-Bestimmung gestiitzt erscheint. Im vorigen Jabre haben
H. Jensen und K. K. Ch en+) aus "Senso", dem eingetrockneten Haut-
sekret der chinesischen Krote, eine Base als Pikrat isoliert, die sie dessen
Schmp. nach mit dem Bufotenin von Handovsky fiir identisch anseben.

Wir batten bei der Verarbeitung grol3erer Mengen ausgedruckten Drusen-
sekrets, das G. Hesse in diesem Fruhjahr beschafft hatte, die Moglicbkeit,
die basischen Bestandteile genauer zu untersuchen. Nach Entfernung aller
sauren und neutralen Begleitstoffe machte man den walsrigen Auszug schwach
alkalisch, entzog ihm im Perforator mit Ather die Hauptmenge an basischen
Substanzen und gewann durch Fallen mit Pikrinsaure zwei schon krystalli-
sierte Pikrate, die sich durch die Farbe - das eine ist rot, das andere gelb ~
scharf, im Schmelzpunkt jedoch nicht unterscheiden. Zudem lassen sie sich
unter Bedingungen, die nachher angegebeu werden, wechselseitig ineinander
fiberfiihren. Bei erhohter Temperatur ist das gelbe Pikrat die stabile Form,
denn das rote lagert sich bei etwa 1400 in das gelbe um. Die Losungsfarbe
der belden Salze ist, den Farben im festen Zustand entsprechend, deutlich
verschieden. Deshalb kann keine Dimorphie vorliegen. Nach langerem Stehen
baben Losungen von gleicher Konzentration denselben Farbton angenommen,
ein Beweis dafiir , daB ein Losungs-Oleichgewicht eingetreten ist.

Die freie Base haben wir bis jetzt nicbt in krystallisiertem Zustand
erhalten, dagegen ihr prachtvollkrystallisiertes Jodmethylat. Aus den
Analysen des Pikrats und des J odmethylats hat sich fur Bufotenin die Formel
'C14H1S02N2ableiten lassen, die sich hinsichtlich des Prozentgehalts an den
einzelnen Elementen nicht unwesentlich von der Forrnel Ha ndovskys
unterscheidet. Die Base enthalt nur ei n ausgesprochen basisches Stickstoff-
atom, da sie nur ein Mol. Metbyljodid aufnimmt. Die qu a r t ar e Ammo-
ni umbase, die wegen ihrer stark reduzierenden Wirkung nicht mit Silber-
oxyd, sondern mit Thalli umhydroxyd dargestellt wurde, spaltet beim
Erhitzen, in Gegenwart vonLuft (-Sauerstoff) bereits in der Kalte, Trimethyl-

1) V. Mitteilungiiber Kroten-Oiftstoffe .
2) Compt. rend. Soc. Biologie ISBa, 477; ebenda 'IB02, 278.
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a m in ab. Der verbleibende Rest, der noch starke Fichtenspan-Reaktion
gibt, hat den Charakter einer Saure angenommen.

Die quartare Ammoniumbase la13t sich in ein sehr schon krystallisiertes
Pikrat uberfiihren, und dieses Pikrat erwies sich als identisch mit dern gleich-
artigen Salz einer Base, die H. Mittasch aus dem chinesischen Senso, yon
dem bereits oben die Rede war, isoliert hatte. Diese Base aus Senso, die wir
als Bufotenidin bezeichnen, wird ihrer jetzt auigeklarten Natur gemaf
der waBrigen Losung durch Ather nicht entzogen. Ihre Isolierung erfolgte
mit Hilfe des schon krystallisierten Flavianats.

Bufotenin enthalt 2 Methylgruppen am tertiaren Stickstoff. Bringen
wir die Bestandteile dieser Dimethylamino-Gruppe yon der Formel in Abzug,.
so bleibt ein Rest von ClzHlZ02N', aus dem wir, wegen der sauren Natur des
Spaltungsproduktes im Versuch des Hofmannschen Abbaus, eine Carboxyl-
gruppe herauslosen konnen. Dann sieht man, daf der geringe Wasser stoff-
gehalt dam fuhrt, einen oder z ungesattigte, und zwar aromatische oder
heterocyclische, Ringe im Bufotenin anzunehmen. Doppelbindungen ole-
finischer Art scheinen nieht vorhanden zu sein, da auch nachdr iickliche
Hydrierungsversuche die quartare Ammoniumbase unverandert lieBen.

Der Frage nach der Konstitution des Bufotenins sind wir, wie wir glauben,
sehr nahe gekommen dureh den Inhalt einer Arbeit von van Romburgh
und Barger 0), in der die Synthese einer merkwurdigen, aus den Samen des
javanischen Baumes Erythrina Hypaphorus, Bo er l. von M. Greshoff
isolierten Base, des Hypaphorins, beschrieben wird. Dieses Hypaphorin,
hat die Zusammensetzung C14HlSOZN2'dieselbe also wie Bufotenin, und ist
identisch mit dem Betain des Tryptophans (II). Von Bufotenin ist Hypa-
phorin jedoch verschieden ; Bufotenin ist ja als tertiare Base erkannt worden.

II.

III. VI. I'.-r CH2· ~H. 9:°
'-....--'·",.....--CH N-O

~ .CH3 (CH)
3 3

Die typischen Merkmale des Indol-Kerns, wie auch die reduzierenden Eigen-
schaften sind in den basischen Derivaten von Pflanze und Tier unverkennbar
die gleichen. Wenn man Bufotenidin langere Zeit mit starker Lange kocht;
tritt deutlich und unverkennbar Indcl-Ceruch auf. Das Auftreten der beiden
Pikrate und ihre gegenseitigen Beziehungen, die zu Anfang so ratselhaft er-
schienen, klaren sich ohne weiteres, wenn wir den nicht basischen Stickstoff
in einen Indol-Ring verlegen. Das rote Pikrat tragt danach die Pikrinsaure
am Iridol-Stickstoff, daher seine tiefere Farbe, das gelbe Pikrat leitet sich von
der tertiaren Amino-same ab. Mit steigender Temperatur dissoziiert die
Pikrinsaure von der weniger basischen Indol-Seite zum tertiaren Stickstoff
hinttber.

5) JOl1rn. chern. Soc. London 99, 2068 [I9I1].
6) Medd , Lands Plantentuin 7, 29 [1890J. Diese Zeitschriit war uns leider nicht

zuganglich.
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Vergleicht man die heiden Betaine Hypaphorin und Bufotenidin in der
'Zusammensetzung, so erweist sich die Base aus der Krote als horr.olog der
pflanzlichen; ihre Molekel ist urn CH2 grolser. Unsere Versuche, die Kon-
.stitution der tierischen Basen aufzuklaren, haben eine Lucke, da wir uber
die Natur der vorliegenden Homologie nichts Sicheres aussagen konnen.
Aber man wird, ehe die Fortsetzung der Arbeit die noch ausstehende Klarung
gebracht hat, wohl mit einiger Wahrscheinlichkeit annehmen durfen, daf
irn Bufotenin und Bufotenidin der Indol-Stickstoff methyliert ist. Damit
kame man fur die beiden Basen zu den Formeln III und IV.

Beschrefbung der Versuehe,
1. Uber Bufotenin (G. Hesse).

Darstellu ng: Das getrocknete Sekret von Bufo vulgaris wird'in ahnlicher
Weise, wie dies fur die Giftstoffe der japanischen Krote beschrieben worden
ist"], aufgearbeitet. Die dabei anfallenden wafrrigen Losungen werden bei
.saurer Reaktion durch Extrakticn mit Ather im Perforator von allen gelosten
nicht-basischen Bestandteilen befreit. Dann wird mit Soda deutlich alkalisch
gemacht und die Extraktion mit neuem Ather 2 Tage lang fortgesetzt. Die
Ather-Losung der Base wird rnit Natriumsulfat getrocknet.

Eine Probe dieser Losung wurde mit iitherischer Oxalsaure gefiillt. Das Oxala t
lieJ3 sich aus Aceton-Ather umkrystallisieren . Gut ausgebildete Krystalldrusen vom
Schmp·93-94°, wie ihn auch H'a n d o v s k y angibt. Das Oxalat verandert sich beim
Aufbewahren unter Rotfiirbung.

Die Pikrate: Die Hauptmenge der Ather-Losung wird mit atherischer
Pikrinsaure versetzt, wobei das rote und gelbe Pikrat nebeneinander aus-
krystallisieren. Bisweilen gelingt es, zuerst das gelbe Pikrat zu erhalten,
nach dessen Entfernung das rote auskrystallisiert. Es ist nicht schwer, die
'beiden Pikrate von einander zu trennen. Man findet fur beide den Schmp.
bei 1780 (Han dov sk y: 1680, Jensen und Chen: 1660). Das rote Pikrat
wird bei 1400 ge1b.

Krystallisier t man aus Wasser urn, so erhiilt man aus dem gelben Pikrat ein Gemisch
·der roten und gelben Krystalle. Das rate Salz bildet lange Nadeln, das gelbe 'kurze
Prismen. Aus heifser r-proz. Sodalosung werden nur 'die roten Nadeln erhalten. Aus
AlkoholliiJ3t sich das gelbe Salz unveriindert umkrystallisieren; setzt man aber der Losung
eine Spur Salzsaure zu, so kommt das rate Pikrat heraus. Beide Pikrate behie1ten beim
'Trocknen im Vakuum bei IOOo ihr Oewicht : sie enthalten also kein Losungsmittel gebunden ,

3.314 mg gelbes Pikrat: 0-436 cem N (22°, 7I9 mm). - 3.365 rng rotes Pikrat:
0-448 ccm N (24°, 714 mm).

C14H1SO,N"C,H,O,N, (.t7S). Ber. N I4·73· Get. N 14-40, I4.38.

Urn die freie Base zu gewinnen, wird das Pikrat - gleichgiiltig,welches
VOll heiden - durch wenig stark verdimnte N'atronlauge in Losung gebracht
und die Losung im Apparat mit Ather erschoptend extrahiert. Die mit
Kaliumcarbonat getrocknete Ather-Li::isung binterlafit nach dern Abdunsten
des Losungsmittels einen schwach gelb gefarbten, harzigen Riickstand, der
gegen Curcuma und Lackrnus alkalisch reagiert. Die Base ist in Wasser
wenig loslich, leicht in Alkohol und in Ather, aus walsrigen Sauren rnit
Wasserdampf nicht fllichtig und spaltet auch beirn Kocheu rnit Natronlauge,
in der sie ebenfalls loslich ist, kein fluchtiges Arnin ab. Ein in die Losung ge-

7) _.\.. 481, 22Iff. [I930}.
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brachter, mit konz. Salzsaure benetzter Fichtenholz-Span farbt sich nach
kurzer Zeit intensiv violettrot. Diese Farbung wird vom Dampf der siedenden.
Losung nicht hervorgerufen. Die Losung in Eisessig wird von wenig Nitrit
intensiv rot gefarbt.

J 0 dmethyla t: Aus der getroekneten Ather-Losung scheidet sich nach
Zugabe eines Uberschusses von Metbyljodid nach kurzem Stehen das quartare
Jodid in harziger Form ab. Es bBt sich aus wenig Methanol zu schonen,
farblosen Drusen krystallisieren, die bei 20qO unzersetzt schmelzen. In Wasser
ist 'das Jodmethylat ziemlich leicht loslich.

Beim Trocknen im Yak. bei 100° keine Gewicht sabn ahme. - 4.482 rng Sbst.:
7.51 mg CO2, 2.21 mg H20. - 3.875 mg Sbst.: 0.248 ccm N (21°, 724 mm).

C,5H2102N2J (388). Ber. C 46.38, H 5.45, :N 7.22. Gef. C 45.70, H 5.52, N 7.08.

Schiittelt man die waflrige Losung des Jodmethylats mit Silberoxyd,
scheidet sich alsbald ein Silberspiegel ab, und dieLosung farbt sich tief braun-
rot; gleichzeitig tritt starker Trimethylamin-Gerueh auf. Mit Thallium-
hydroxyd laBt sich das quartare Salz unzersetzt entjoden, aber nur bei Aus-
schluf von Luft gelingt es, die Abspaltung yon Trimethylamin zu vermeiden ..
L'! Wasser steff tritt erst bei 1600 eine Veranderung ein, bei der Tri-
methylamin abgetrennt wird.

Diese Base wurde in z-n. Salzsaure aufgefangen und als Goldsalz identifiziert.
Schrnp. 2400.

5.243 mg Sbst.: 2.548 mg Au. - X (CH3)3' -"I.UC1.H. Ber. Au 49+ Gef. Au 48.6.

Als Ruckstand der therrnischen Zersetzung blieb eine porose Masse;
die, in Wasser unloslich, von verd. Alkalien aufgenommen wurde. Sie zeigte,
nach dem Auswaschen mit Wasser, saure Reaktion gegen Lackrnus und gab-
noch starke Pyrrol-Reaktion Beim Kocben rnit Alkalien trat deutlich reiner
Indol-Geruch auf.

Aus der waBrigen Losung der quartaren Base fallt Pikrinsaure ein r ot e s
Pikrat, das, aus Wasser umkrystallisiert, bei 1980 schmolz und dureh Miscli-
Schmp. mit dem nachstehend beschriebenen Pikrat des Bufotenidins
identiseh war. - Brachte man dieses Pikrat mit verd. Schwefelsaure in Losung,
so lieB sich rnit El av ia n s a u r e ein in langen Nadeln krystallisierendes, rotes,
Salz vom Zers.~Pkt. um 2000 erhalten, das sich yon dem Flavianat jener
Base in niehts unterschied.

II. Uber Bufotenidin (H. Mi t t a s ch).
Der uns durch-das Entgegenkommen yon Prof. T. Shimizu-Okayama.

zuganglich gewordene Haut-Extrakt der chinesisehen Krote (Sensa) wurde
in fein gepulvertern Zustand mit Ather, dann rnit Alkohol extrahiert. Der
erschopfte Riickstand wurde mit sehr verdiinnter Schwefelsaure ausgekocht,
das Filtrat versetzte man heif mit einer waBrigen Losung van Flaviansiiure.
Beim Erkalten scheidet sich langsam ein rotes krystallinisehes Salz ab. Mall
erhalt dieses Flavianat in schonen Nadeln, wenn rnan das Rohprodukt
unter Luft-Ausschluf in ganz verdiinnter Natronlauge lost und in der Hitze
rnit verd. Schwefelsaure ansauert, Zers.-Pkt. bei 200°. Das Flavianat gibt
intensive Pyrrol-Reaktion. Kocht man die alkalische Losung bei Luft-Zutritt,
wird viel Trimetbylamin abgespa1ten. Beim Eindampfen der Losung tritt
deutlicher Indol-Geruch auf.

Pi kr at: Die Base laf3t sich ihrer wa13rigenLosung nicht durch Extraktion
entziehen. Man zersetzte das Flavianat mit Bariumacetat , dampfteirn Vakuum
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zur Trockne ein und trennte die freie Base durch Auskochen des Riickstandes
mit Alkohol vomiBariumflavianat ab. Der noch wenig Flaviansaure ent-
haltende und daher gelb 3efarbte alkohol. Auszug wurde wieder eingedampft,
die wafirige Losung des Ruckstandes setzte man mit Pikrinsaure urn, die in
roten Nadeln ein Pikrat fallte. Aus Alkohol oder Wasser umkrystallisiert,
zeigte es den Schnrp 198°, wie das Pikrat der quartaren Arnmoniumbase von
Bufotenin.

3.7I8 mg Sbst.: 7.04 mg CO2• 1.58 mg H20. - 3.273 mg Sbst.: 0.434 ccm N (I9°,
724 mm).

C1.H,oO,!-"C.H30,N3 (489). Ber. C 51.57, H 4.70, N I4.3I.
Gef. " 51.64, " 4.76, " 14.77.

Das Bufotenidin findet sich auch in den waBrigen Losungen aus Bufo
vulgaris, denen das Bufotenin mit Ather entzogenworden ist. Die Base ist
van H'a n d o v sk y bereits bemerkt, aber nicht charakterisiert worden. Offen-
bar sind die beiden Basen in den daraufhin untersuchten Krotenhaut-
Extrakten nebeneinander enthalten, denn Jensen und Chen haben aus
Senso zweifellos Bufotenin isoliert. Es ist noch nicht festgestellt, an we1che
Saure die beiden'l'ryptophan-Derivate gebunden sind. Vielleicht ist es Kork-
5 a u r e, die wir mehrfach in unseren Praparaten angetroffen haben.

Es sei noch bemerkt, daf niemals ein gelbes Pikrat desBufotenidins neben
dem roten beobachtet worden ist. Dies steht in bester Ubereinstimmung
mit der oben geaufierten Auffassung uber die Struktur der heiden isomer en
Bufotenin-Pikrate. Das Bufotenidin kann nur am Indol-Stickstoff Pikrin-
saure aufnehmen, da der quartare Stickstoff durch Betain-Bildung abge-
sattigt 1St.

Der N o t g em e in s ch af t der D eu tschen W issen sch aft sei fur
Unterstutzung der Untersuchung bestens gedankt.
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