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Aus den Wurzeln und Rhizomen von Primula elatior L. Schreber (als Expektorans verwendet) 
wurden neben dem Hauptsaponin vier Nebensaponine isoliert. Fur das Hauptsaponin, dessen 
genuines Aglycon schon friiher als Protoprimulagenin A (I) identifiziert worden war, wurde die 
Verkniipfung in der Zuckerkette, bestehend aus D-Glucuronsaure, D-GalaCtOSe, D-Glucose und 
L-Rhamnose, bestimmt. 

Triterpenes, XXXII’) 
The Sugar Chain of the Main Saponin from the Roots of Primula elatior L. Schreber 

From the roots and rhizomes of Primula elatior L. Schreber (used as an expectorant) there were 
isolated the main saponin and four further minor saponins. In the case of the main saponin, whose 
genuine aglycone has already earlier been identified as protoprimulagenin A (1) ’), the structure 
of the sugar chain consisting of D-glucuronic acid, D-galactose, D-glucose, and L-rhamnose has 
been established. 

Isolierung der Saponine 
Als Ausgangsmaterial wurden gefrorene Wurzeln der Fa. H. Borntrager (Offstein) in 

Methanol/Wasser (4: 1) zerkleinert. Zur Entfernung von Begleitstoffen, wie Oligosacchari- 
den und anorganischen Salzen, wurde das  Methanol abgezogen und der wah ige  Riickstand 

’) XXXI. Mitteil.: R. Tschesche und L. Bullhorn, Phytochemistry 14, 305 (1975). 
2’ I. Kitagawa, A .  Matsuda und I. Yosioko, Tetrahedron Lett. 1968, 5377. 

Chem. Ber. 110,2407-2415 (1977) 

;D Verlag Chemie, GmbH, D-6940 Weinheim, 1977 



2408 R .  Tschesche und W Wiemann Jahrg. 110 

mehrmals mit n-Butanol extrahiert. Der eingeengte Extrakt wurde iiber eine Filtriersiiule 
grob gereinigt. Dabei fie1 ein noch schwach gelb gefarbtes, aniorphes Material an. Die 
slulenchromatographische Feintrennung lieferte ein nahezu farbloses Produkt, das nach 
Dunnschichtchromatographie aus einem Gemisch von Substanzen bestand, nach deren 
R,-Wert aber eine weitere Auftrennung durch Saulenchromatographie wenig erfolgver- 
sprechend erschien. 

GemaB friiheren Arbeiten 3*4) wurde das Gemisch mit etherischer Diazomethanlosung 
versetzt und das erhaltene Methylestergemisch saulenchromatographisch aufgetrennt. 
Insgesamt konnten funf Substanzen unterschieden werden, denen die Bezeichnungen 
PSI-PSS gegeben wurden. Wahrend die Methylester PSI12 und PS2/3 zunachst nur 
im Gemisch erhalten wurden, fielen die Saponine PS 3, PS4 und PS 5 neben wenig Gemisch 
von PS 314 und PS4/S rein an. 

Nach den Mengenverhaltnissen der isolierten Substanzen wurde eine Zuordnung in 
Haupt- und Nebensaponine in der Weise getroffen, daB Substanz PS4 als Hauptsaponin 
gilt (vgl. Tab. 1). 

Tab. 1. Zusammensetzung des Saponingemischs 

Hauptsaponin Ne bensdponin Prozentgehalt 

PS 4 47-52% 
PS 3 30-35Yo 
PS 5 8 - 14% 
PS(1 + 2) 5-8% 

Verkniipfung der Zucker 
Die weiteren Untersuchungen erfolgten am Zuckerteil des Hauptsaponins PS4. Zur 

Bestimmung der Monosaccharide der Zuckerkette wurde das genuine Hauptsaponin 
sauer hydrolysiert. Nach Abtrennen des Aglycons, Protoprimulagenin A (l), das sich unter 
dem EinfluB der Saure hauptsiichlich in Primulagenin A (2) umwandelte I.’), bestatigte 
die Untersuchung durch Papierchromatographie in den verschiedensten Systemen - ’) 

mit authentischen Zuckern als Vergleich die schon fruher gemachten Ekobachtungen 4*s): 

1 2 

3, R.  Tschesche und F. Ziegler, Liebigs Ann. Chem. 674,160 (1964). 
4, R.  Tschesche, B. 7: T’oa und G. Wlfi Liebigs Ann. Chem. 696, 160 (1966). 
’) F. G. Fischer und H .  Diirfel, Hoppe-Seyler’s Z. Physiol. Chem. 301,224ff. (1955). 
6, L. Hough und J. K. N. Jones, ubersichtsartikel in ,,Methods of Carbohydrate Chemistry“, 

Bd. I, S. 21 ff, Ed.: R. L. Whistler und M .  L. Wolfrom, Academic Press, New York und London 
1962. 

’) P. Colombo, D .  Carbetta, A. Pirotta, G. Ru&i und A. Sarori, J. Chromatogr. 3, 343 (1960). 
*) L. Ballhorn, Diplomarbeit (unveroffentlicht). 
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neben Rhamnose, Glucose und Galactose war noch Glucuronsaure als vierter Zucker- 
baustein vorhanden. 

Zur quantitativen Bestimmung der Monosaccharide wurde nach Natriumborhydrid- 
Reduktion des Methylesters mit methanolischer Salzsaure hydrolysiert. Das erhaltene 
Methylglycosidgemisch wurde persilyliert und mittels Gaschromatographie quantitativ 
bestimmt. Mit Hilfe eines Vergleichsgemisches wurde fur das Hauptsaponin ein Zucker- 
verhaltnis von Rhamnose:Glucose:Galactose = 1 :2: 1 gefunden. Dieses Ergebnis be- 
statigt zugleich noch einmal, da5 es sich bei der Uronsaure um Glucuronsiiure handelt. 

Zur Bestimmung der Verkniipfung der Zuckerbausteine wurde das reduzierte Haupt- 
saponin nach Kuhn lo) permethyliert; eine Nachmethylierung erfolgte wegen der Unvoll- 
standigkeit nach Hakomori ll). 

Das nach der Permethylierung entstandene Hauptprodukt wurde sauer hydrolysiert. 
Die saulenchromatographische Reinigung des erhaltenen Methylzuckergemisches lieferte 
die vier Methylzucker 2,3,4-Tri-O-methylrhamnose, 2,3,4,6-Tetra-O-methylglucose, 2,3,4- 
Tri-0-methylgalactose und 3,6-Di-O-methylglucose, von denen die Glucosederivate 
kristallisiert erhalten werden konnten. 

Da schon fruher ** 13)  festgestellt worden war, daD die Uronsaure geninstandig sein 
muRte, konnte aufgrund der gefundenen Methylzucker eine erste Zuordnung getroffen 
werden. Danach mu5ten Rhamnose und eine Glucose endstandige Positionen in der 
Zuckerkette einnehmen. Die stark untermethylierte Glucose, die durch Reduktion nach 
Methylierung aus der Glucuronsiiure entstanden war, muate eine Verzweigungsstelle 
aufweisen. So bestanden folgende Moglichkeiten fur eine Zuckerverknupfung : 

Rham - Galac - Glucuronsaure - Aglycon Gluc - Galac - Glucuronsaure - Aglycon 
I I 

I Gluc I1 Rham 

Rham - Glucuronsaure - Aglycon 
I 

Galac 
I 

Il l  Gluc 

Eine eindeutige Unterscheidung zwischen diesen Moglichkeiten konnte durch Partial- 
hydrolyse des reduzierten Hauptsaponins getroffen werden. Dabei erhielt man neben einem 
Oligosaccharid eine im Vergleich zum Ausgangsprodukt unpolarere Substanz, die mit 
Schwefelsaure eine den Saponinen analoge violette, rnit Anilinphthalat jedoch keine 
Flrbung zeigte. 

Die saure Hydrolyse des Oligosaccharids ergab, daD es sich hierbei um ein Disaccharid 
handelte, bestehend aus Glucose und Galactose. Somit waren diese beiden Zucker direkt 
miteinander verbunden. Die Saurespaltung des permethylierten Disaccharids lieferte die 
beiden Methylzucker 2,3,4,6-Tetra-O-methylglucos.e und 2,3,4-Tri-O-methylgalactose; 
dadurch wurde obige Feststellung erhartet. 

9, G .  
l o )  R .  Kuhn, H .  Dischmann und J .  LBw, Angew. Chem. 67,32 (1955). 
' I )  S. Hakornori,J. Biochem. (Tokyo) 55,205 (1964) [C. A. 60,15959 (19641. 

1 3 )  1. Kitagawa, M. Yoshikawa und I .  Yosioka, Tetrahedron Lett. 1973, 3997. 

J. Chromatogr. 18,285 (1965). 

I .  Kiragawa, M .  Yoshikawa, Y.  Imakura und I .  Yosioka, Chem. Ind. (London) 1973,276. 
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Analog wurde mit dem unpolareren Saponinteil verfahren. Die saure Hydrolyse ergab 
als Monosaccharide Glucose und Rhamnose. Dies zeigte, daD die Rhamnose unmittelbar 
mit der Glucose - ehemalige Glucuronsaure - verbunden war. AufschluD iiber die genaue 
Position der Verkniipfung von Rhamnose und Glucuronsiiure einerseits und dem Disaccha- 
rid Glucose/Galactose und Glucuronsiure andererseits gab die saure Spaltung des 
permethylierten Disaccharidsaponins. Es wurden dabei die Methylzucker 2,3,4-Tri-0- 
meth ylrhamnose und 3,4,6-Tri-O-methylglucose erhalten. 

Die Verkniipfungsart der Zucker (u oder p) wurde mittels geeigneter Fermente be- 
stimmt ’). 

Aufgrund dieser Ergebnisse konnte von den genannten drei Moglichkeiten der Ver- 
kniipfung nur noch die zweite als gegeben angenommen werden. Danach folgte fur das 
Hauptsaponin der Wurzeln von Primula elatior L. Schreber die Konstitution 3 eines 
3-( [P-~-Glucopyranosyl( 1 -+ 6)-P-~-galactopyranosyl( 1 -+ 4)]-[u-~-rhamnopyranosyl- 
(1 -+ 2)]-~-~-glucuronpyranosyl)protoprimulagenins A (oder 3-()-16-hydroxy-l3~,28- 
epoxy-oleanans). 

0 

3 H b  6 H  

Das Hauptsaponin (3) hat also eine verzweigte Zuckerkette. 
Analoge Untersuchungen erfolgten am Zuckerteil der Nebensaponine. Es ergaben sich 

qualitativ die gleichen Zucker, namlich Rhamnose, Glucose, Galactose und Glucuron- 
saure, deren quantitatives Verhaltnis mittels Gaschromatographie der persilylierten 
Methylglycoside wiederum zu Rhamnose: Glucose: Galactose = 1 : 2: 1 bestimmt wurde. 

Auch die Permethylierung mit anschlieflender Saurespaltung lieferte irn wesentlichen 
die schon oben angegebenen Methylzucker. 

Dieses Ergebnis veranlaDte zu der SchluBfolgerung, daB in Haupt- und Nebensaponinen 
neben den gleichen Monosaccharideinheiten auch die gleiche Verkniipfung dieser Zucker- 
bausteine anzutreffen ist, demnach eine Unterscheidung nur durch offenbar geringfiugige 
strukturelle Unterschiede der einzelnen zugehorigen genuinen Aglycone gegeben ist. 

Diese Vorstellungen miissen weitere Untersuchungen des Aglycons allerdings noch 
bestatigen. 

danken wir fur die finanzielle Unterstiitzung dieser Arbeit. 
Dem Landesamt fur  Forschung beim Ministerpriisidenten des Landes Nordrhein- Westfalen 
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Experimenteller Teil 
Schmelzpunkte: Mikroskopheiztisch nach Kofler- Weygand. Messung der optischen Drehung 

rnit dem Polarimeter Modell 141 von Perkin-Elmer. Slulenchromatographie: Kieselgel der Fa. 
Woelm (KorngroDe 0.063 -0.1 mm). Diinnschichtchromatographie (DC): Fertigfolien F 1500 
slurestabil von Schleicher & Schiill. Papierchromatographie: Chromatographierpapier Whatman 
Nr. 1 ; die Chromatogramme wurden absteigend und aufsteigend 14) entwickelt. Zum Sichtbar- 
machen wurde mit 30proz. Schwefelsaure fur die Glycoside und mit Anilinphthalat fur die einfachen 
und methylierten Zucker bespriiht und anschlieflend auf einer Heizplatte erwarmt. 

Gaschromatographie: Cierat F7 von Perkin-Elmer rnit Integrator D 2  und Kienzle Digitaldrucker. 
Folgende Laufmittelsysteme kamen zur Anwendung: 

A 
B 
C 
D 
E 
F 
G 
H 
I 
K 
L 

M 
N 
0 
P 

Chloroform/Methanol/Wasser 
dto. 
dto. 
dto. 
dto. 
Cyclo hexan/Chloroform/Aceton 
Petrolether (60 - 90"C)/Aceton 
Essigester/Pyridin/Wasser 
dto. 
Essigcster/EisessigiAceton 
Isooctan/Isopropylalkohol/ 

n-Butanol/Ethanol/Wasser 
Pyridin/Ethanol/Eisessig/Wasser 
Cyclohexan/Aceton 
dto. 

NH3 aq (10%) 

65 : 45: 12 
65:35:1014) 
65:15:2 
125:25:3 
90: 9:0.2 
7:3:1 
2: 1 
3.6: 1 : 1.5 ') 
2 : l : l  
3 :3 :1  
65: 25:2 

2.1 : 1 : 1 
10: 1 : 2.3: 4 
10: 1; 2; 3; 4 
2: 1 
1:l  

(org. Phase) 
(mit steigendem Methanol-Gehalt) 

(fur Methylzucker) 
(permethyliertes Saponin) 

(fur Uronsluren) 

(fur Monosaccharide und Uronsauren) 

lsolierung der Haupt- und Nebensaponine aus den Wurzeln t'on Primula elatior L. Schreber: 
1.2 kg getrocknete Wurzeln von Primula elatior L. Schreber wurden nach Behandlung mit fliissigem 
Stickstoff im Morser in einer ca. 80proz. Methanollosung mit dem Ultraturrax zerkleinert. Die 
Losung wurde von den festen Ruckstanden abfiltriert und der Riickstand jeweils noch 2mal in 
gleicher Weise extrahiert. Die vereinigten wlDr. Methanolextrakte wurden auf ca. 1 Liter eingeengt 
und mit n-Butanol ausgeschuttelt. Nach Abziehen des Butanols i. Vak. bei 45°C Badtemp. erhielt 
man 65 g festen Rohextrakt. Eine Grobtrennung erreichte man uber eine 2-kg-Kieselgelsaule 
mit System B als Elutionsmittel. Man erhielt neben einem Vorlauf, der zahlreiche unpolarere 
Substanzen enthielt, 32 g nicht ganz reines Saponin. Die Feintrennung einer 2-kg-Kieselgelsaule 
im System C ergab 16 g diinnschichtchromatographisch reines Saponin (System B) und l o g  
Saponin im Gemisch rnit geringfiigig polareren Substanzen. 

Veresrerung des Saponins: Die Losung von 5 g Saponin in 1.5 Liter Methanol wurde auf 0°C 
abgekuhlt. Unter Urnschwenken versetzte man portionsweise rnit 0.1 M etherischer Diazomethan- 
losung. Man lieB 6- 8 h stehen, engte die Losung bis auf ca. 1.5 Liter wieder ein und wiederholte 
den ProzeD. Die Umsetzung wurde chromatographisch im System B verfolgt. Sie erwies sich zu 
nahezu 100%; nach Aufarbeiten erhielt man 5.5 g verestertes Produkt. Die Auftrennung des 
veresterten Gemisches erfolgte iiber eine 800-g-Kieselgelsaule. l m  System D wurden folgende 
Fraktionen eluiert: 

14) 7: Kawusaki und K .  Miyahara, Chem. Pharm. Bull. 11,1546 (1963). 
Is) F .  Petek, Bull. SOC. Chim. Fr. 1,263ff. (1965). 
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PS (1 + 2) = 743.7 mg 
PS (2 + 3) = 184.4 mg 

PS R,-Werte (System B) 
0 0.37 

PS (3) = 1.027 g 1 0.87 
PS (3 + 4) = 182.4 mg 2 0.79 
PS (4) = 1.36 g 3 0.68 
PS (4 t 5) = 125.2 mg 4 0.62 
PS(5)  = 182.5mg 5 0.58 
Rest = 1.6 g (Ausgangsprodukt) 

Reduktion des Methylesters des Hauptsaponins ( P S  4 )  : 250mg Methylester in lOOml Methanol 
wurden portionsweise mit 200 mg Natriumborhydrid (UberschuD) versetzt. Nach 24 h Riihren 
bei Raumtemp. wurde zur Zerstorung des iiberschiissigen Boranats mit 10 ml Aceton versetzt. 
Man engte die Losung zur Trockene ein, nahm in 100 ml Wasser auf und extrahierte 4mal mit je 
50 ml n-Butanol. Die vereinigten Butanolextrakte wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet und 
zur Trockene eingeengt. Nach Trennung an Kieselgel iiber eine 30-g-Slule im System D erhielt 
man 230 mg reduziertes Hauptsaponin. 

Qualitatiue Zuckerbestimmung des Haupt:iaponins P S  4 :  75 mg verestertes Hauptsaponin 
wurden 4 h in 20 ml 5proz. methanol. Salzslure unter RiickfluD erhitzt. AnschlieDend wurde rnit 
Wasser auf das doppelte Vol. verdiinnt, vom ausgefallenen Niederschlag des Genins abfiltriert 
und i. Vak. das Losungsmittel abgezogen. Man erhielt 35 mg Aglycongemisch und 27 mg 0- 
Methylglycoside. Nach Zugabe von 10 ml 2 N HCI zum Glycosidgemisch wurde 2 h bei 100°C 
nachhydrolysiert. Die Losung wurde mit Silbercarbonat neutralisiert und das ausgefallene Silber- 
chlorid abgetrennt. Zur chromatographischen Untersuchung wurden fur die Diinnschicht- 
chromatographie System A5.’-I6) und fur die Papierchromatographe die Systeme H, I, K, M 
und N 1 2 . 1 5 . 1 7 )  nach der absteigenden Methode verwendet. Es wurden Glucose, Galactose, Rham- 
nose und Glucuronsa’ure gefunden. 

Quantitative Zuckerbestimmung des Hauptsaponins PS 4 :  20 mg reduziertes Hauptsaponin 
wurden in 10 ml5prOz. methanol. Salzslure 4 h unter RiickfluD erhitzt. Nach dern Abkiihlen wurde 
rnit lOml Wasser verdiinnt und von den ausgefallenen Produkten abfiltriert. Die waOr. Phase 
wurde mit Ionenaustauscher Dowex-3 (OH-Form) neutralisiert und bei 60°C i. Vak. zur Trockene 
eingedampft. Nach viermaligem Abdampfen mit je  3 ml trockenem Benzol wurde das Glycosid- 
gemisch in 0.8 ml trockenem Pyridin gelost. Nach Hinzufugen von je 0.4 ml Trimethylsilan und 
Hexamethyldisilazan wurde das Gemisch unter FeuchtigkeitsausschluD 1 h auf 95°C erhitzt ’). 
Nach dern Abkiihlen saugte man das ausgefallene Ammoniumchlorid ab und engte das Filtrat 
bei 60°C i. Vak. zur Trockene ein. Der Riickstand wurde mit 2 ml trockenem Benzol aufgenommen, 
das restliche Ammoniumchlorid erneut abgetrennt und das Filtrat wiederum zur Trockene 
eingedampft. Nach zweimaligem Abdampfen n i t  trockenem Benzol wurden zur Gaschromato- 
graphie 0.5 ml trockenes Benzol hinzugefugt. Das Verhlltnis der Monosaccharide ergab sich zu 
Rhamnose:Glucose:Galactose = 0.78:1.98:1 (ber. 1 : 2 :  1). 

Je 10 mg D-Glucose, D-Galactose und L-Rhamnose wurden in einigen ml Wasser gelost und 
24 h stehengelassen und auf diese Weise aquilibriert. AnschlieDend wurde zur Trockene einge- 
dampft. Die so behandelten Vergleichszucker erhitzte man in je 5 ml wasserfreier 5prOZ. methanol. 
Salzslure 4 h unter RiickfluO, arbeitete wie oben auf und silylierte sie in gleicher Weise. 

lb’ H .  Giinther und A .  Schweiger, J. Chromatogr. 34,498 (1968). 
”) R. Kuhn, Chem. Ber. 90,203 (1957). 
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Permethylierung des reduzierten Hauptsaponins PS 4 

a) Nach Kuhn l o *  l a ) :  200 mg reduziertes Hauptsaponin wurden in 2 ml warmem DMF gelost. 
Nach Abkiihlen auf Raumtemp. figte man 1 ml Methyliodid und im Verlauf von 15 min portions- 
weise 1 g frisch bereitetes Ag,O zu. Dann schiittelte man 12 h auf der Maschine, filtrierte an- 
schlielend vom ausgefallenen Silberiodid ab und wusch mit wenig DMF und danach mit Chloro- 
form nach. Das Filtrat wurde mit 5 proz. waDr. Kaliumcyanid-Losung versetzt. Die waDr. Phase 
wurde noch 4mal mit Chloroform extrahiert, die vereinigten organischen Phasen 4mal mit Wasser 
gewaschen, uber Natriumsulfat getrocknet und zur Trockene eingedampft. Das Diinnschicht- 
chromatogramm im System G zeigte eine Vielzahl von Produkten. Man erhielt 225 mg Substanz- 
gemisch. 

b) Nach Hakomori 'I):  Zur Vervollstandigung der Permethylierung wurde nach Hakomori 
verfahren. Zu den oben erhaltenen 225 mg untermethylierter Substanz in 10 ml DMSO figte man 
die frisch bereitete starke Base Methylsulfinylmethylnatrium in DMSO hinzu. Nach 12 h Ruhren 
unter LuftausschluB gab man 1 ml Methyliodid zu und liel noch 2 h ruhren. Danach wurde die 
Reaktionsmischung in 100 ml Eiswasser gegossen und 5mal mit je 100 ml Chloroform extrahiert. 
Die vereinigten Chloroformphasen wurden 3 ma1 rnit je 50 ml Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat 
getrocknet und eingedampft. Nach Abtrennung von DMSO uber Kieselgel zeigte das IR-Spektrum 
keine OH-Bande mehr. Durch Saulenchromatographie (30-g-Saule) im System F wurden 
230 mg permethyliertes Produkt erhalten. 

Hydrolyse des permethylierten Produktes: 200 mg permethyliertes Hauptsaponin wurden in 
25 ml5proz. methanol. Salzsaure 4 h unter RiickfluB erhitzt. Nach dem Erkalten wurde die Losung 
rnit Wasser auf das doppelte Vol. verdunnt und vom ausgefallenen Niederschlag abfiltriert. Das 
Filtrat wurde zur Trockene eingedampft, der Ruckstand in 20 m12 N HCI aufgenommen und erneut 
3 h bei 100 "C hydrolysiert. Anschlieknd wurde mit Ionenaustauscher Dowex-3 (OH-Form) 
neutralisiert und wiederum zur Trockene eingeengt. Man erhielt 105 mg Methylzuckergemisch, 
das uber eine 10-g-Saule in den Systemen 0 aufgetrennt wurde. Die dunnschichtchromatographische 
Verfolgung der Auftrennung erfolgte in den Systemen P mit den entsprechenden methylierten 
Zuckern als Vergleich. Es wurden im wesentlichen vier Methylzucker erhalten: 25 mg 2,3,4-Tri-O- 
methylrharnnose, 20 mg 2,3,4,6-Tetra-O-rnethylqlucose, 16 mg 2,3,4-~i-O-methylgalactose, 12 mg 
3,6-Di-O-merhylglucose. 

Die IdentiJizierung der erhaltenen Methylzucker erfolgte papierchromatographisch nach der 
aufsteigenden Methode im System L 

2,3,4,6-Tetra-O-methylglucoset RslUE = 1 (System L) (willkurlich als Referenz). Nadelchen vom 
Schmp. 90-91°C (Ether/Petrolether 40-60°C). [a];' = +87" + +79" (c  = 1; H,O). Lit.'9': 
Schmp. 96°C; [a]:' = +92O + +84". 

Misch-Schmp. und chromatographisches Verhalten zeigten keine Abweichungen von authen- 
tischem Material. 

mit authentischen Methylzuckern als Vergleich. 

2,3,4-Tri-O-methylrhamnose: Schwach gelber Sirup. Identifizierung als Anilid: Eine Spatel- 
spitze des erhaltenen Sirups von 2,3,4Trimethylrhamnose in 2 ml absol. Methanol wurde mit 0.4 ml 
frisch destilliertem Anilin und 2 mg Ammoniumchlorid 2 h unter RiickfluB erhitzt. Nach Ver- 
diinnen rnit Wasser wurde 3mal rnit je 50 ml Chloroform ausgeschiittelt. Der i. Vak. zur Trockene 
gebrachte Chloroformauszug wurde an 20 g Kieselgel chromatographiert. Elution mit Cyclohexan/ 
Aceton (10: 1) ergab 7 mg Anilid vom Schmp. 123 - 125°C (Ether/Petrolether). Nach Misch-Schmp. 
und chromatographischem Verhalten war die Verbindung identisch rnit authentischem Material. 

") B. Helferich und W Klein, Liebigs Ann. Chem. 450,219 (1926). 
19) J .  C .  Ircine und J .  W H .  Oldham, J. Chem. SOC. 1921, 119,1744. 
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2,3,4-Tri-O-methylgalactose: R,,,, = 0.23 (System L), farbl. Sirup. Cali6 = +136" + +119". 
Lit.'O): {u]A4 = + 1 5 2  + + 114" ( c  = 1.0; HzO). 

3,6-Di-0-merhylglucose: R,,,, = 0.08 (System L), farbl. Nidelchen rnit Schmp. 115 - 117°C 
(Essigester). [a]iO = +60.8" (Enddrehung, c = 1.01; H,O). Lit.'": Schmp. 113-116°C; [u];' = 

+102.5" + +61.5" (c  = 3.2; HZO). Misch-Schmp. und R,-Wert stimmten rnit authentischem 
Material iiberein. 

Partialhydrolyse des reduzierten Hauptsaponins: 100 mg reduziertes Hauptsaponin wurden 
mit 20 ml 0.5 N HC1 in 50proz. Methanol 1 h unter RuckfluR erhitzt. Der Alkohol wurde i. Vak. 
abgezogen, Wasser zugefugt und die ausgefallenen Produkte abfiltriert. Die wLOr. Phase wurde 
i. Vak. zur Trockene eingedampft und der Ruckstand an Kieselgel im System K aufgetrennt. Neben 
den Monosacchariden Rhamnose und Glucose wurden 25 mg Oligosaccharid und 50 mg unpolare- 
res Glycosid erhalten. 

a) 5 mg Oligosaccharid wurden 3 h rnit 2 N HCl bei 100°C unter RiickfluB erhitzt. Nach dem 
Abkiihlen und Neutralisieren der Losung rnit Ionenaustauscher Dowex-3 wurden die erhaltenen 
Monosaccharide diinnschichtchromatographisch im System M und papierchromatographisch 
im System H als Glucose und Galactose identifiziert. 

Permethylierung und saure Hydrolyse rnit anschlieBender Auftrennung des permethylierten 
Gemisches an Kieselgel erfolgte wie oben und ergab 8 mg 2,3,4,6-Tetra-0-methylglucoseund 5.5 mg 
2,3,4-Tri-O-methylgalactose. 

b) 7 mg unpolareres Glycosid wurden rnit 2 N HCI bei 100°C unter RuckfluR erhitzt und nach 
dem Abkuhlen in bekannter Weise aufgearbeitet. Die papierchromatographische Untersuchung 
der wiiOr. Phase in den Systemen H und M ergab, daO bei der Hydrolyse Rhamnose und Glucose, 
die aus der ursprunglichen Glucuronsaure stammte, entstanden waren. 

Die Permethylierung des restlichen Glycosids rnit anschlieOender Hydrolyse ergab nach saulen- 
chromatographischer Trennung die Methylzucker 2,3,4-Tri-O-methylrhamnose und 3,4,6-Tri-0- 
methylglucose rnit 6 mg bzw. 4 mg Ausbeute. Die Trimethylrhamnose wurde wie oben nachge- 
wiesen. 

3,4,6-Tri-0-methylgluc.ose: Rslue = 0.40 (System L). Nadelchen mit Schmp. 83- 85°C. [a ] io  = 
+120" + +79" (c = 1.03; H,O). Lit.22317): Schmp. 77-79°C; [a];' = +122" -+ +77.7" (c = 

1 .O; HzO). Der Misch-Schmp. rnit authentischem Material zeigte keine Depression. 

Reduktion, Hydrolyse und Zuckerbestimmung des Nebensaponins PS 3: 200 mg verestertes 
Nebensaponin PS 3 wurden rnit Natriumborhydrid reduziert. Nach der ublichen Aufarbeitung 
wurde das Rohprodukt uber Kieselgel aufgetrennt (System D) und ergab 152 mg reduziertes 
Produkt. 50 mg reduziertes Nebensaponin wurden in zwei Fraktionen von je 25 mg aufgeteilt. 

a) Der eine Teil wurde in 10 m12 N HC14 h bei 100°C hydrolysiert. Nach dem Abkiihlen wurde 
vom ausgefallenen Niederschlag abfiltriert, iiber Ionenaustauscher neutralisiert und sowohl 
diinnschicht- als auch papierchromatographisch auf Monosaccharide untersucht (Systeme A, K, M 
fur DC und H, I, M, N fur PC). Es konnten die Zucker Rhamnose, Glucose und Galactose nachge- 
wiesen werden. 

b) Der andere Teil wurde in 10 ml 5proz. methanol. Salzsiure 4 h unter RuckfluR erhitzt. Nach 
Verdiinnen rnit Wasser wurden die ausgefallenen Produkte abgetrennt. Die wlOr. Phase wurde 
neutralisiert, i. Vak. zur Trockene eingeengt und der Ruckstand zur Entfernung des Wassers 
mehrmals rnit wenig Benzol eingedampft. Die erhaltenen 0-Methyl-glycoside wurden in bekannter 

'O) F .  Smith, J. Chem. SOC. 1939, 1724. 
*') D. J. Bell, J. Chem. SOC. 1935, 175. 
") P. A. J .  Gorin, J .  F. T Spencer und A .  P .  Tulloch, Can. J. Chem. 39,846 (1961). 
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Weise silyliert und das silylierte Glycosidgemisch gaschromatographisch quantitativ bestimmt. 
Man erhielt ein Zuckerverhaltnis Rhamnose: G1ucose:Galactose = 1 :2: 1. 

Hydrolyse des Primula-Saponingemisches: 250 mg verestertes Saponingemisch wurden mit 25 ml 
Sproz. methanol. Salzsaure 4 h hydrolysiert. Nach Verdiinnen mit Wasser wurden die ausgefallenen 
Produkte abfiltriert und die wal3r. Phase i. Vak. eingedampft. Nach Zugabe von 10 ml 2 N HCl 
wurde 2 h bei 100°C nachhydrolysiert, mit Ionenaustauscher neutralisiert, die Losung eingeengt 
und mit DC und PC auf Monosaccharide untersucht. Man erhielt als Zucker nur Rhamnose, 
Glucose, Galactose und Glucuronsaure. Die saulenchromatographische Trennung erfolgte im 
System M. 

Reduktion, Permethylierung und Hydrolyse des Saponingemisches: 1 g verestertes Saponingemisch 
wurde n i t  Natriumboranat reduziert. Nach der Aufarbeitung und Reinigung iiber Kieselgel 
wurden 790 mg reduziertes Saponingemisch erhalten. Das reduzierte Saponingemisch wurde 
zuerst nach Kuhn lo* bis zur Vollstandigkeit 
weitermethyliert. Auch nach mehrmaligem Nachmethylieren waren neben einem intensiven Fleck 
noch mehrere schwachere Flecke von geringerer und groBerer Polaritat nach DC-Untersuchung 
sichtbar. Der Hauptfleck wurde uber Kieselgel isoliert (System F; 680 mg). Die Hydrolyse erfolgte 
zunachst mit 100 ml Sproz. methanol. Salzsaure und anschlieBend rnit 50 m12 N HCI. Das erhaltene 
Methylzuckergemisch (210 mg) wurde wie oben beschrieben an Kieselgel im System 0 aufgetrennt. 
Man erhielt so 24 mg 2,3,4-Tri-O-methylrhamnose, 28 mg 2,3,4,6-Tetra-O-methylglucose, 12 mg 
2,3,4-Tri-O-rnethylgalactose und 8 mg 3,6-Di-O-methylglucose, deren Identifizierung wie oben 
erfolgte. 

vormethyliert und anschlieBend nach Hakomori 
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