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IZOLACIA SRDCOVYCH GLYKOZIDOV Z CEMERICE PURPUROVEJ
(HELLEBORUS PURPURASCENS w. A x.) (II)
ENZYMATICKA HYDROLYZA HELEBRINU NA DEZGLUKOHELEBRIN

D. SIKL, S. BAUER, L. MASLER

(USAV, Chemicky ustav Slovenskej akadémie vied v Bratislave

Pri izolacii srdcovych glykozidov z ¢emerice purpurovej (Helleborus purpu-
rascens w. a K. — Ranunculacece) [1—3] sa okrem helebrinu [4, 5] izoloval aj
dezglukohelebrin [5]. Mozno predpokladat, Ze dezglukohelebrin v koreroch
¢emerice purpurovej vznikd z helebrinu pdsobenim enzymov obsiahnutych
v korenoch drogy. Tento predpoklad je v zhode s obdobnym priebehom tvorby
napriklad helvetikozidu (strofantidin-3-p-d-digitoxozidu) [6] autofermentativ-
nym odbiranim v rastline pritomného eryzimozidu (strofantidin-3-f-d-digito-
x0z0-d-glukozidu) [7], pdsobenim enzymov pritomnych v nadzemnej Gasti
tryzela vetvistého (Erysimum canescens ROTH. — Brassicaceae). Aktivita
B-glukoziddzy v nadzemnej ¢éasti hlavacka jarného (Adonis vernalis L. —
Ranunculaceae) je pridinou toho, Ze okrem monoglykozidov [8, 9] sa dosial
nepodarilo izolovat genuinne glykozidy.

V nadej praci sme sledovali moznost enzymatického odbtrania helebrinu na
dezglukohelebrin, vplyv teploty a ¢asu na vytazok dezglukohelebrinu. Pouzili
sme jednak metéddu autofermentativneho odbirania, jednak metédu fermen-
tativneho odbdrania u¢inkom enzymového preparatu pripraveného zo suchej
nadzemne] Casti tryzela vetvistého.
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Experimentalna éast

’Setky body topenia si stanovené na Koflerovom bloku a st korigované. Létky pred
elementdrnou analyzou sa 2 hodiny susili pri teplote 100 °C a védkuu 0,2 mm Hg.

Awutofermentdcia korefiov

5 kg suchych jemne rozomletych korefiov éemerice purpurovej sa odtuénilo petrol-
éterom a do odtuénenej drogy sa pridalo 30 1 destilovanej vody, suspenzia sa zaliala
200 ml toluénu a nechala sa za ob¢asného mieSania stat 20 dni pri teplote 37 °C. Po tomto
¢ase sa droga odsala a extrahovala sa 3 x 201 70 9, vodného metanolu. Spojené extrakty
sa vakuove odparili a 160 g odparku sa spracovalo predtym opisanym spdsobom [3].
Ziskalo sa 2 g (t. j. 0,04 9%, poc¢itané na véhu suchej drogy) krystalického helebrinu
o b. t. 283—284 °C (kryStalovany zo 60 % vodného metanolu), [a]; = —23,6 + 3°
(¢ = 1,100 v 60 9, vodnom metanole).

Analyza

Pre CpHs,Ops (M = 724,7)
vypoditané C = 59,65 %, H=1239%
zistené C = 59,75 % H=1730%

Dalej sa izolovalo 0,005 g (t. j. 0,001 %, poditané na vahu suchej drogy) dezgluko-
helebrinu o b. t. 237—244 °C (krydtalovany zo zmesi metanol—éter 1 1), ktory sa
identifikoval zmesnym bodom topenia a porovndvacou papierovou chromatografiou
s autentickym dezglukohelebrinom.

Priprava enzymového prepardtu

2,5 kg susenej jemne rozomletej nadzemnej casti tryzela vetvistého sa extrahovalo za
laboratérnej teploty trepanim 4 X vzdy 15 1 destilovanej vody, 2 X 151 60 9 vodného
etanolu a 1 X 151 859, etanolu. Po kaZdej extrakeii sa droga odsala a nakoniec sa pre-
myla 3 X 10 | aceténu, ktory sa odstrénil dokladnym premytim destilovanou vodou.
Takto pripraveny enzymovy preparat sa priamo pouzil na fermentativhu hydrolyzu
helebrinu.

Enzymatickd hydrolyza helebrinu

Do sady 1,5 1 prachovnic sa navézilo vzdy po 800 mg krystalického helebrinu, roz-
pustilo sa v 1 litri destilovanej vody a do roztoku sa pridalo 120 g vlhkého enzymového
prepardatu. Jednotlivé vzorky pri sledovani hydrolyzy helebrinu sa spracovévali vidy po
24 hodindch. Enzymovy preparat sa odsal, premyl destilovanou vodou a spojené vodné
filtréty sa védkuove odparili. Odparok sa podrobil prietokovej adsorpénej chromatografii
vidy na 20 g Al,O; o aktivite II stanovenej podla H. Brockmanna [11]. Odparky
frakeif 16 9%, metanol v chloroforme poskytli krystalizdciou zo zmesi metanol—éter 1 1
dezglukohelebrin o b. t. 237—244 °C, [a], = —26,8 + 3° (¢ = 0,930 v 60 9% vodnom
metanole).

Analyza
Pre C,0H,;,0,0 (M = 562,6)

vypoditané C = 64,79 9,
64,40 %

= 7,36 %
7,36 %

asfies
I

zistené C
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Z jednotlivych vzoriek enzymatickej hydrolyzy helebrinu sa ziskali mnozstvd dez-
glukohelebrinu uvedené v tab. 1.

Tabulka 1
Dezglukohelebrin po fermentécii pri
Dei 25 °C 37 °C 42 °C
|
mg | % mg | % mg | %
1 131 21,0 281 45,2 297 47,8
2 192 30,9 364 58,6 378 60,8
3 235 37,8 420 67,6 416 66,9
4 265 42,6 440 70,8 417 67,1
5 294 47,4 438 70,5 415 66,8
6 320 51,5 435 70,0 414 66,6
7 340 54,7 436 70,2 416 66,9
8 339 54,5 430 69,2 413 66,5

Dalkujeme ins. C. Peciarovs, veddicemu analytického laboratéria Chemického dstavu
SAV, za vykonanie analyzy.

Sahrn

Vykonala sa fermentativna hydrolyza helebrinu na dezglukohelebrin.
Zistilo sa, %e suSené korene ¢emerice purpurovej (Helleborus purpurascens w.
a K. — Ranunculaceae) neobsahuji f-glukozidazu, a preto sa na ziskanie dez-
glukohelebrinu nedéd pouZit metdda autofermentacie. Hydrolyzu helebrinu
moZno v 70,8 % vytazku uskutoénit pésobenim enzymatického prepardtu
ziskaného zo sufenej nadzemnej dasti tryzela vetvistého (Erysimum canescens
ROTH. — Brassicaceae) potas 4 dni pri teplote 37 °C.

N30JA10UA CEPJEUYHBIX TIIOKO3UOOB 113 MOPO3HUKA
KPACHOBATOI'O (HELLEBORUS PURPURASCENS w. 1 K.) (II)
9H3UMATNYECHOE PACCHEIIJIEHUE T'EJIJIEBPUHA
HA JE3IJIIOKOTEJIJIEEPUH

O. OINKJ, OI. BAY3P, JI. MACJIEP
YCAH, Xumuvueckuii uacturyT CiroBaKod akajeMuy HayKk B BpaTtuciase

Iposenocs fepMeHTATHBHOE paclellleHue rejsefpmEA Ha Jearioxorensebpun. Onpene-
JIAJIOCH, 9TO CyXHe KOPHM MOpO3HMKA KpacHoBaToro (Helleborus purpurascens w. ¥ K. —
Ranunculaceae) He copepmaT [-TJIIOKO3UA3y H MOITOMY [JIl MOJYUYeHHs [e3TIIIOKOTes-
neGpuHa HEBO3MOKHO IPUMEHHTH MeToj aBToepMeHTamuu. Paciemsenme resteGpuna
B03MO3kHO ¢ 70,8 9, BEIXOOM NPOBECTH JeHCTBHEM 9H3UMATHIECKOTO IpemapaTa npuobperen-
HOTO M3 CYIIGHHOM HaJ3eMHOM YacTH »KeJITYIIHMKa ceporo (Erysimum canescens ROTH. —
Brassicaceae) B TeueHHM 4 CYTOK IpU TeMmepaTtype 37°.

Ilocrynuio B pegaknmio 15. 7. 1961 r.



Srdeové glykozidy z.Gemerice purpurovej 209

ISOLIERUNG VON HERZGLYKOSIDEN AUS DER ROTLICHEN
NIESSWURZ (HELLEBORUS PURPURASCENS W. u. K.) (II)
ENZYMATISCHE HYDROLYSE DES HELLEBRINS
ZU DESGLUCOHELLEBRIN

D. SIKL, S. BAUER, L. MASLER

CSAYV, Chemisches Institut an der Slowakischen Akademie der Wissenschaften
in Bratislava

In dieser Arbeit haben die Autoren die fermentative Hydrolyse des Hellebrins zu
Desglucohellebrin durchgefiihrt. Es wurde festgestellt, dass die getrockneten Wurzeln
der Roétlichen Niesswurz (Helleborus purpurascens w. u. XK. — Ranunculaceae) keine
B-Glucosidase enthalten, weshalb zur Gewinnung des Desglucohellebrins die Methode
der Autofermentation nicht benutzt werden kann. Die Hydrolyse des Hellebrins lésst
sich dagegen mit einer 70,8 9-igen Ausbeute durch Einwirkung eines enzymatischen
Préparats, erhalten aus dem oberirdischen Teil des Graublattrigen Hederichs (Erysimum
canescens ROTH. — Brassicaceae), wihrend 4 Tagen bei einer Temperatur von 37 °C
durchfithren.

In die Redaktion eingelangt den 15. 7. 1961
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