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29. Die Struktur der Digilanidobiose, der Acetyldigilanidobiose
und der Strophanthobiose
46. Mitteilung iiber Herzglykoside?)
von H. Lichti und A. von Wartburg
(7. X1L. 60)

Aus den Hydrolyseprodukten der Lanatoside A, B und C sowie bei der Spalturg
der Purpureaglykoside A und B isolierten STorL & KREIs ein reduzierendes Disaccha-
rid, das als Digilanidobiose bezeichnet wurde?)?). Die Biose liesssich spéter auch aus
den Lanatosiden D4) und E?*) gewinnen und wurde als spezifischer Baustein der Zuk-
kerkomponente von vielen nativen Digitalisglykosiden angesehen.

Kiirzlich konnten jedoch REICHSTEIN und Mitarb.) sowie ABUBAKIROW et al.?)
zeigen, dass Digilanidobiose nicht nur in Digitalisglykosiden, sondern auch im Erysi-
mosid vorkommt, einem Cardenolidglykosid, das aus verschiedenen Erysimum-
Arten®)?) und auch aus Strophanthus kombé®) zuginglich ist.

Die Konstitution der Digilanidobiose ist bis jetzt mchit vollig aufgekldrt worden®).
Ihr Aufbau aus p-Digitoxose und D-Glucose ist zwar schon lange bekannt %), hingegen
ist die Verkniipfungsstelle der Glucose an der Digitoxose nicht exakt ermittelt
worden. Neben der moéglichen Struktur I, die u.a. aus Analogie zur Strophantho-
biose (s. unten) vorgeschlagen wurde®), kénnte der Glucoserest auch mit der OH-
Gruppe an C-3 der Digitoxose verbunden sein, und bei Annahme einer Digitoxo-
furanose kime auch das C-5-Hydroxyl fiir die Glucoseverkniipfung in Frage.

Wir berichten im folgenden iiber einige Reaktionen, welche die Struktur I fiir
Digilanidobiose weitgehend beweisen: Digilanidobiose (I) konnte mit Brom in wésse-
riger Lésung zur entsprechenden Siure, der Digilanidobionsaure, oxydiert werden, die
sich beim Erwirmen im Vakuum leicht lactonisierte. Das amorphe Digilanidobion-
siurelacton (V) wies im IR. (Nujol) bei 1720 cm— eine breite Bande auf und diirfte
deshalb einen 6-gliedrigen Lactonring besitzen. Die Bildung eines §-Lactons sprach fiir
eine Verkniipfung der Glucose an C-4 der Digitoxose (Formel I)?). Bei freiem 4-
Hydroxyl oder bei Vorliegen einer Digitoxofuranose wire ein y-Lacton mit einer
charakteristischen Absorption bei ca. 1775 cm~! entstanden.

Es wurde nun versucht, einen rein chemischen Beweis fiir die C-4-Bindung der
Glucose zu erbringen. Dafiir schien uns die Spaltung einer methylierten Digilanido-

1) 45. Mitt.: Helv. 43, 1666 (1960).

2) A. Storr & W. KRre1s, Helv. 76, 1049 (1933).

) A. StoLL & W. KrEis, Helv. 78, 120 (1935).

) E. ANGLIKER, F. Barruss, W. KussmauL & J. Re»7, Liebigs Ann. Chem. 607, 131 (1957);
A.v. WARTBURG, E. ANGLIKER, F. BaArRFuss & J. REnz, Experientia 74, 439 (1958).

5) E. ANGLIKER, F. Barruss & J. REnz, Helv. 47, 479 (1958).

8) Z. KowaLEWSKI, O. SCHINDLER, H. JAGER & T. REICHSTEIN, Helv. 43, 957, 1280 (1960).

7} W. A. MasLenNnNikowa, F. S. Curisturas & N. K. ABusakirow, Doklady Akad. Nauk
UdSSR 724, 822 (1959); Chem. Abstr. 53, 16204e (1959).

8) F. KaisEr, E. Haack, M. GuBg, U. D6LBERG & H. SPINGLER, Naturwiss. 46, 670 (1959).

9) Diese Resultate wurden schon vor Abschluss der vorliegenden Arbeit Herrn Prof. REICHSTEIN
mitgeteilt. Vgl. €), S. 1282, Fussnote 32).
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biose zu Cymarose oder einem bekannten Cymarosederivat aussichtsreich. Die Per-
methylierung von Digilanidobiose mit Dimethylsulfat und CH4J-Ag,O oder in Di-
methylformamid nach KunN19) ergab eine kristallisierte Hexamethylverbindung II,
die allerdings nicht vollig einheitlich war. Auf Grund der Diinnschichtchromato-
graphie und der optischen Drehung lag hauptsichlich das f-Anomere vor (s. unten).
Milde Hydrolyse von II mit 0,058 Schwefelsdure fiihrte zur kristallisierten Penta-O-
methyl-digilanidobiose (III), die in Wasser den spez. Drehwert 4+ 46,8° besass. Das
Pentamethylderivat reduzierte erwartungsgemiss FEHLING’sche Losung. Als Derivat
wurde das Nitrobesylhydrazon hergestellt. Die Remethylierung von III lieferte ein-
heitliches 8-Methyl-penta-O-methyl-digilanidobiosid vom Smp. 79-83°; [4]® = +3°
(in Wasser). Die g-Konfiguration des Methylglykosids (II; CHZO-Gruppe in der
FiscHER-Projektion nach links orientiert) wurde aus der optischen Drehung abge-
leitet; einheitliches II zeigte gegeniiber der Penta-O-methyl-digilanidobiose (III) eine
deutliche Verschiebung der Rotation nach der negativen Seite.

Die Spaltung des Methylglykosids II in 1N abs. alkoholischer Salzsiure und Nach-
hydrolyse in wisseriger HCI fithrte zu einem Gemisch von methylierten Produkten,
Im Papierchromatogramm liessen sich drei Komponenten feststellen, deren Lauf-
strecken den Rf-Werten von Penta-O-methyl-digilanidobiose (III), 2,3,4,6-Tetra-O-
methyl-glucose (VII) und Cymarose (VIII) entsprachen. Das Vorliegen eines freien
2-Desoxyzuckers (Cymarose) war auch aus der charakteristischen Blaufirbung bei der
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Fig. 1. Cymaronsiure-phenylhydvazid in Nujol
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Fig. 2, Acetyldigilanidobiose (X) in KBr

10y R, Kunn, H. TriscamManN & I. Léw, Ang. Chem. 67, 32 (1955).
11) Alle IR.-Spektren wurden auf einem PERKIN-ELMER-IR.-Spektrophotometer, Mod. 21, auf-
genommen.
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Fig. 3. B-Methyl-penta-O-methyl-digilanidobiosid (I11) in Nujol
obere Kurve: aus Digilanidobiose (I)
untere Kurve: aus Strophanthobiose (XI)
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Fig. 4. Penta-O-methyl-digilanidobiose (I1I) in Nujol
obere Kurve: aus Digilanidobiose (I)
untere Kurve: aus Strophanthobiose (XI)

KELLER-K1L1ANI-Reaktion ersichtlich. Bei der priparativen Auftrennung des Hydro-
lysengemisches an Cellulosesdulen wurde als Hauptprodukt Penta-O-methyl-digi-
lanidobiose (III) isoliert. Die Charakterisierung erfolgte iiber das oben erwihnte
Nitrobesylhydrazon. Aus den Eluaten mit positiver KELLER-KIL1aNI-Reaktion wurde
in geringer Menge ein Priparat gewonnen mit dem gleichen Rf-Wert wie Cymarose,
das sich jedoch nicht kristallisieren liess. Die Hydrolyse des Disaccharids IT erfolgte
somit unter den angegebenen Bedingungen nur in geringem Masse; die sdureempfind-
liche Cymarose wurde dabei zum gréssten Teil zerstort.

Wesentlich giinstiger verlief die Hydrolyse des Penta-O-methyl-digilanidobion-
sidurelactons (VI). Das Lacton konnte durch Oxydation von Penta-O-methyl-digi-
lanidobiose (III) mit wisseriger Bromlésung und HV.-Destillation der gebildeten
Bionsiure hergestellt werden. Das Vorliegen eines 6-gliedrigen Lactonrings (3-Lacton)
ging aus der IR.-Bande bei 1735 cm? hervor. Durch Spaltung von VI mit HCI in
verd. Essigsiure (KILIANI-Gemisch)1?) wurde ein Gemisch von Hydrolyseprodukten
gewonnen, das sich durch Chromatographie an wassergesittigtem Silicagel in zwei
Hauptfraktionen auftrennen liess. Die langsamer wandernde Komponente konnte
durch Misch-Smp. und Vergleich des IR.-Spektrums als 2,3,4,6-Tetra-O-methyl-
glucose (VII) identifiziert werden. Die leichter eluierbaren Fraktionen waren schwierig
zu reinigen und mussten zur Entfernung von intaktem Ausgangsmaterial VI mehr-

12) H. Kiriany, Ber. deutsch. chem, Ges. 63, 2866 (1930).
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mals an Cellulosesdulen nachchromatographiert werden, bis sich schliesslich reines
Cymaronsiurelacton (IX) isolieren liess. Die Identifizierung erfolgte durch Vergleich
der optischen Drehung und des IR.-Spektrums. Zur Charakterisierung wurde das gut
kristallisierende Phenylhydrazid bereitet, das in den physikalischen Konstanten und
im IR.-Spektrum (Fig. 1) mit authentischem Cymaronsiure-phenylhydrazid??) dber-
einstimmte. Mit diesen Befunden war die C-4-Verkniipfung und zugleich die pyranoide
Struktur der Glucose in der Digilanidobiose bewiesen. Die Konfiguration der Glucose-
bindung wurde schon frither durch zahlreiche enzymatische Abbaureaktionen an den
Lanatosiden und Desacetyllanatosiden als §-glykosidisch erkannt 14)1%). Auch die freie
Digilanidobiose (I) ist nur mit 8-Glucosidasen (z. B. Emulsin) spaltbar ; a-Glucosidasen
(z. B. Hefe-Maltase) greifen die Glucosidbindung nicht an?®). Fiir die f-glykosidische
Verkniipfung sprechen ferner die molekularen Drehungsbeitrige der Glucose in den
Lanatosiden und Desacetyllanatosiden®)1?), Die Struktur der Digilanidobiose als
4-0-(B-0-Glucopyranosido)-D-digitoxopyranose (1) kann somit als gesichert gelten.

Fig. 5. Acetyldigilanidobiose (aus Methanol-Ather)

Kiirzlich berichteten TscHESCHE und Mitarb. iiber die Isolierung der Acetyl-
digilanidobiose??). Die Existenz dieses acetylierten Disaccharids als Baustein in der
Zuckerkomponente der Lanatoside war schon frither von SToLL & KREIS postuliert
worden'8), Unabhingig von den Angaben TSCHESCHE's war es auch in unserem Labor
gelungen, die Acetyldigilanidobiose aus Lanatosid A zu gewinnen. Zur Fraktionierung
der Hydrolyseprodukte aus Lanatosid A benutzten wir ebenfalls die Verteilungs-
chromatographie an Cellulosesdulen. Als Elutionsmittel verwendeten wir Butanol-
Alkohol-Wasser-(4:1:5). Reine Acetyldigilanidobiose kristallisierte aus Methanol-
Ather in langen Prismen (Fig. 5). Unser Priparat schmolz bei 150-151°; [2]% = - 56°
(in Wasser)19); es zeigte im IR.-Spektrum deutliche Acetylbanden bei 1715 und

. C. ELDERFIELD, ]. biol. Chemistry 777, 527 (1935).

. StoLr, A. HoFmManN & W. KRE1s, Z. physiol. Chem. 235, 249 (1935); A. StoLL, J. RENz &

. Brack, Helv. 34, 397 (1951); A. StoLL & J. RENnz, Helv. 34, 782 (1951).

. StorLL & J. RENz, Enzymologia 7, 362 (1939).

. StoLr, W, KREIs & A.v. WARTBURG, Helv. 37, 1134 (1954).

. TscuEscHE, B. NIYOMPORN & A. MacHLEIDT, Chem. Ber, 92, 2258 (1959).

. Storr & W. KrEers, Helv. 35, 1318, Fussnote ) (1952).

TscHESCHE ') gab fiir Acetyldigilanidobiose den Smp. 144-146° an; [«]}) = +49,6° (in Was-
ser), +56,7° (in Methanol).

I>’;Ui>>>i>’;d
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1255 em—! (Fig. 2). Acetyldigilanidobiose konnte mit Essigsdureanhydrid in Pyridin in
das Hexa-O-acetyl-Derivat IV iibergefithrt werden. Dieselbe Peracetylverbindung
wurde auch durch Acetylierung von Digilanidobiose (I) gewonnen. Bei der sauren
Hydrolyse von Acetyldigilanidobiose (X) durch 20-tigige Einwirkung von 18 Schwefel-
sdure erhielten wir als einziges Reaktionsprodukt die erwartete Digilanidobiose. Bei
der Verseifung von X mit 0,1x Ba(OH), liess sich neben Digilanidobiose ein zweites
acetylireies Produkt nachweisen, das noch nicht niher untersucht wurde.

Frithere Arbeiten hatten gezeigt, dass die Acetylgruppe des Disaccharids X an der
Digitoxoseeinheit sitzen muss!8)2%). Aus den obigen Beziehungen und dem nunmehr
abgeklarten Bau der Digilanidobiose (I) folgt die Struktur von X als 3-O-Acetyl-
digilanidobiose, eine Formulierung, die auch TscHESCHE und Mitarb.1?) angenommen
haben.

Ein sehr dhnlich gebauter Zucker wie die Digilanidobiose (I) ist die Strophantho-
biose (XI) aus k-Strophanthin-f oder aus Periplocin2!)2?). Da Strophanthobiose
anstelle der Digitoxose die Cymarose (3-O-Methyldigitoxose) enthilt, muss der
Glucosidorest bei Annahme einer Pyranoseform die 4-Stellung einnehmen (Formel
XTI). Eine Verkniipfung der Strophanthobiose mit der Digilanidobiose sollte sich tiber
die Methylderivate IT und III erreichen lassen. Wie erwartet lieferte die Permethy-
lierung der Strophanthobiose mit Methyljodid und Silberoxyd in Dimethylforma-
mid?®) eine kristallisierte Hexa-O-methyl-Verbindung vom Smp. 83-85°; [a]% = + 4°
(in Wasser), die sich mit dem oben beschriebenen -Methyl-penta-O-methyl-digilanido-
biosid (II) als identisch erwies (Vergleich der IR.-Spektren: Fig. 3). Durch milde
Hydrolyse ging das Hexamethylderivat aus Strophanthobiose in eine Pentamethyl-
verbindung iiber, die in allen Eigenschaften mit Penta-O-methyl-digilanidobiose (I1I)
iibereinstimmte (IR.-Spektrum: Fig. 4). Diese Reaktionen bestitigen, dass sich Stro-
phanthobiose (XI) von Digilanidobiose (I) lediglich durch die O-Methylgruppe an C-3
des 2-Desoxyzuckers unterscheidet.

Experimenteller Teil %)

1. Digilanidobiose (I). Digilanidobiose wurde durch saure Hydrolyse von Desacetyllanatosid
A (Purpureaglykosid A) gewonnen?). Aus dem Gemisch der anfallenden Zucker trenntc man die
Digilanidobiose durch direkte Kristallisation oder mittels Verteilungschromatographic an Dia-
tomitsteinsiulen16) ab. Nach mehrfachem Umkristallisieren aus Wasser-Alkohol-(1:5) wurde ein
Priparat vom Smp. 229-230°, [«]} = +29,5° (¢ = 0,511 in Wasser) erhalten, das sich im Papier-
und Diinnschicht-Chromatogramm als einheitlich erwies.

CpH,04 (310,30) Ber. C46,5 H 7,2 04649 Gef. C468 H7,3 046,1%

20y Enzymatischer Abbau der Lanatoside zu den Desglucolanatosiden (Acetyldigitoxin, Acetyl-
gitoxin, Acetyldigoxin): A. StorLL & W. Krz1s, Helv. 77, 592 (1934); 35, 1318 (1952); A. StoLL,
A.v. WarTBURG & W. KRrEIs, Helv. 35, 1324 (1952).

21y W. A. JacoBs & A.HoFMANN, ]J. biol. Chemistry 67, 609 (1926); A. StoLL, J. REnz &
W. Kreis, Helv. 20, 1484 (1937).

22) 'W. A. Jacoss & A. HoFMmaNN, J. biol. Chemistry 79, 519 (1928); A. StoLL & J. Renz, Helv.
22, 1193 (1939). Periplobiose ist mit Strophanthobiose identisch: M. BARBIER & O). SCHIND-
LER, Helv. 42, 1065 (1959).

) Alle Smp. sind auf dem KorLER-Block bestimmt. Zur Bestimmung der optischen Drehwerte
wurden die Priparate 1 Std. im Hochvakuum bei 60° oder 80° getrocknet. Die Analysen wurden
in unserem Mikroanalytischen Laboratorium (Dr. W. ScHONIGER) ausgefiihrt, die Spektren in
unserer Spektralanalytischen Abteilung (Dr. H. G. LEEMANN, Dr. M, KOHLER) aufgenommen.
Den Herren R. KuNckLER und K. BAUMGARTNER danken wir fiir geschickte experimentelle
Mitarbeit.
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2. Digilanidobionsdaurelacton (V). 500 mg Digilanidobiose (I} wurden in 10 ml Wasser gelost,
unter Umschwenken mit 0,13 ml Brom versetzt und 21 Std. bei Zimmertemperatur im Dunkeln
aufbewahrt. Die rotbraun gefirbte Losung konzentrierte man zur Entfernung des iiberschiissigen
Broms im Vakuum bei 20°, verdiinnte dann mit 40 ml Wasser und neutralisicrte mit frisch ge-
falltem Silbercarbonat. Nach dem Abfiltrieren der Silbersalze leitete man in das Filtrat H,S
ein, klarte die Losung durch Talk und dampfte im Vakuum cin. Beim Versetzen des Riick-
standes mit Methanol kristallisierte die Digilanidobionsdure in feinen Niadelchen vom Smp.
195-198°. Zur Lactonisierung wurden 300 mg Digilanidobionsaure 1 Std. bei 12 Torr erhitzt.
Digilanidobionsidurelacton war aus keinem der iiblichen I.dsungsmittel zur Kristallisation zu
bringen. Der Hydroxamsiure-Test??) fiel positiv aus (weinrote Fiarbung). Die breite IR.-Bande
bei 1717 cm~1 sprach fiir das Vorliegen eines d-Lactons. [a]f = +32,6° (¢ = 0,740 in Methanol}.

CioHygOg (308,28) Ber. C46,8 H6,5 046,7% Gel C46,6 H 6,8 04729

3. Methyl-penta-O-methyl-digilanidobiosid (II). — a) Methylierung wmit Dimethylsulfai: 1 g
Digilanidobiose in 2 ml Wasser und 4 ml Tetrachlorkohlenstoff wurde bei 50-55° mit 2,75 ml
Dimethylsulfat versetzt; dann wurden zur Reaktionslosung unter intensivem Riithren 12 ml
40-proz. NaOH zugetropft. Nach Erhéhung der Temperatur auf 70-75° wurden tropfenweisc
weitcre 4,25 ml Dimethylsulfat zugegeben; anschliessend erhitzte man die Losung 30 Min. auf
110°. Nach dem Abkiihlen schiittelte man die Reaktionslgsung erschdpfend mit Chloroform aus,
wusch dic vereinigten Chloroformphasen mit Wasser und dampfte die Ausziige ein. Das ver-
bleibende gelbe und zihfliissige Ol wurde zur Nachmethylierung in 20 ml CH,J aufgenommen und
nach Zugabe von 13 g frisch gefélltem Ag,O 6 Std. unter Riickfluss gekocht. Nach dem Entfernen
der Silbersalze dampite man das Filtrat ein und kristallisierte den Riickstand aus Ather-Pentan,
Das Hexamethylderivat II bildete zu Biischeln angeordnete Nadeln vom Smp. 74-75°; [«]fy =
+33,9° (¢ = 0,515 in Chloroform) und [oc]]?)“ = 437,0° (¢ = 0,473 in Methanol). Die FEHLING-
Reaktion war negativ. Das IR.-Spektrum zeigte keine OH-Bande.

CisHgOy Ber. C54,8 H 8,7 0365 CH;0 47,29
(394,45) Gef. ,, 54,7 ,, 87 ,, 36,3 ., 46,49,

Das Prédparat besteht auf Grund der optischen Drehung hauptsichlich aus dem §-Methyl-
derivat; es enthilt jedoch auch geringe Mengen des a-Anomeren, sowie Spuren von nicht voll-
stindig methylierten Produkten.

b}y Methylievung in Dimethylformamid1®): 3,71 g Digilanidobiose wurden in 35 ml trockenem
Dimethylformamid unter Erwadrmen auf 140° gelést. Nach Abkiihlen auf Zinimertemperatur gab
man 13,5 ml Methyljodid zu und versetzte unter kriftigem Riihren mit 13,1 g frisch bereitetcm
Ag,O (vakuumgetrocknet). Das Gemisch wurde anfinglich gekiihlt und nach Abklingen der
Reaktion noch 22 Std. bei 20° stehengelassen. Die Silbersalze wurden abfiltriert und mit Dimethyl-
formamid und Chloroform ausgewaschen. Die vereinigten Filtrate schiittelte man mit einer Lésung
von 1,6 g KCN in 160 ml Wasser und dann noch mehrfach mit Wasser aus. Die Chloroformphasen
wurden iiber Na, SO, getrocknet und lieferten nach dem Eindampfen 4,4 g kristallinen Riickstand.
Nach Umbkristallisation aus Ather-Pentan wurde das Hexamethylderivat in Kristallen vom
Smp. 78-79° erhalten; Misch-Smp. mit dem oben beschriebenen Priparat ohme Depression;
[«]f = +33,4° (c = 1,05 in Chloroform).

CjgH3,0y Ber. C54,8 H8,7 0365 CH;O 47,29%
(394,45) Gef. ,, 54,7 ,, 84 ,, 37,2 . 45,6%

c) B-Anomeres aus Penta-O-methyl-digilanidobiose (III): 121 mg rcinste Penta-O-methyl-
digilanidobiose (III) wurden in 1,13 ml trockenem Dimethylformamid gelést und mit 0,44 ml
Methyljodid und 429 mg Silberoxyd methyliert. Die Aufarbeitung erfolgte wie oben beschrieben
und ergab 113 mg farblosen Sirup. Aus Ather-Pentan wurden daraus 81 mg Kristalle vom Smp.
79-83° erhalten; [a]} = +2,7° (¢ = 0,870 in Wasser) und [«]¥ = +6,7° (¢ = 1,360 in Chloro-
form). Im Diinnschichtchromatogramm erwies sich das Priparat als einheitlich. IR.-Spektrum
siehe Fig. 3. Die Zuordnung der f§-Konfiguration erfolgte durch den Vergleich der optischen
Drehung zwischen 1f und II1.

4. Hydrolyse von Methyl-penia-O-methyl-digilanidobiosid (II). 1 g Hexamethylderivat (II)
wurde in 10 ml 1~ abs. methanolischer Salzsiure gelést und im Bombenrohr 1 Std. auf 70° er-

#) Ausfithrung nach F. Fricr, Spot Tests, Vol. II, 1954, S. 171.
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wirmt. Dic jetzt griin gefirbte Losung verdiinnte man mit 90 ml Wasser und erwiarmte 1 Std.
auf 60°. Nach dem Abkiihlen wurde mit Ag,CO, neutralisiert und das durch ein Talkfilter geklarte
Filtrat eingedampft. Der Riickstand, ein gelblich gefirbter Sirup, gab eine deutliche Blaufirbung
bei der KELLER-KiLiaNI-Reaktion. Im Papicrchromatogramm wurder 3 Flecke festgestellt,
deren Laufstrecken den Rf-Werten von Penta-O-methyl-digilanidobiose (I11), 2,3,4,6-Tetra-O-
methyl-glucose (VII) und Cymarose (VIII) entsprachen. Die priparative Auftrennung des
Hydrolysengemisches an Cellulosesiulen (WHATMAN, Standard grade, System: Aceton-Wasser
9:1) zeigte, dass die Hexamethylverbindung IT nur teilweise in Monosaccharide gespalten wurde,
da als Hauptprodukt Penta-O-methyl-digilanidobiose (III) isoliert werden konnte. Die Bestim-
mung von I1I erfolgte iiber das Nitrobesylhydrazon vom Smp. 136-138° (s. unten), durch Misch-
Smp. und Vergleich des IR.-Spektrums. Die Fraktionen mit positiver KELLER-KiL1aNI-Reaktion
wurden vereinigt (total 25 mg) und im Hochvakuum bei 60-90° Badtemp. destilliert. Das Destillat
zeigte bei der Papierchromatographie im System Butanol-Alkohol-Wasser-(4:1:5) die gleiche
Laufstrecke wie Cymarose, konnte jedoch nicht kristallisiert werden.

5. Penta-O-methyl-digilanidobiose (I11).1,780g Hexa-O-methyl-Verbindung II aus Digilanido-
biose wurden in 90 ml 0,05~ wisseriger Schwefelsdure 45 Min. auf 70° erwirmt. Nach dem
Neutralisieren mit frischem BaCO, wurde die klar filtrierte Lésung eingedampft und aus Ather-
Pentan kristallisiert, Man erhielt 1,522 g Kristalle vom Smp. 88-93°, weitere Kristalle aus der
Mutterlauge. Eine kleine Probe, zweimal an wassergesittigtem Silicagel?®) chromatographiert
(Elution mit wassergesittigtem Essigester + 0,5% Methanol), war diinnschichtchromatographisch
einheitlich. Dieses Spitzenprédparat kristallisierte aus Ather-Pentan in farblosen Kristallen vom
Smp. 96-99°; [a]F = +46,8° (¢ = 0,855 in Wasser), [a]§ = + 33,4° (¢ = 0,955 in Chloroform).

C,,HgO, Ber. €537 H85 0378 CH,O 40,8%
(380,43)  Gef. ,, 54,0 ,, 8,2 ,, 37,6 » o 394%

Die FeHLING-Probe fiel positiv, die KELLER-KIL1aNI-Reaktion negativ aus. Mit dem Reagens
von P6HM & WEISER?6) auf 2-Desoxyzucker entstand eine deutliche Graufiarbung. Die Remethy-
lierung von IIT lieferte einheitliches f-Methyl-pentamethyldigilanidobiosid (II), siehe oben.

p-Nitrobenzolsulfonylhydrazon : 250 mg Pentamethyldigilanidobiose (I11I) wurden mit 144,5mg
p-Nitrobenzolsulfonylhydrazid vermischt, mit 2,0 ml Acetonitril iibergossen und 2 Std. auf 73°
crhitzt. Der nach Eindampfen erhaltene Riickstand wurde aus Methanol-Ather-Pentan um-
kristallisiert. Das reine Derivat schmolz bei 142-145°.

CoeHyO1N; S Ber. C47,7 H64 0331 N7,3 S$55 CH,0 268%
(579,62) Gef. ,, 47,6 . 65 , 336 , 73 , 57 , 259%

6. Penta-O-methyl-digilanidobionsduvelacton (VI). 738 mg Penta-O-methyl-digilanidobiose
(I11) wurden in 6 ml Wasser gelost und unter kriftigem Rithren mit 0,144 ml Brom versetzt.
Nach 3-tdgigem Stehen bei 0° im Dunkeln wurde das iiberschiissige Brom durch Zutropfen von
Tetralin entfernt. Dann schiittelte man zwischen Wasser und Ather aus, neutralisierte die wis-
serige Phase mit Ag,CO;4 und filtrierte von den Silbersalzen ab. Das Filtrat wurde mit H,S be-
handelt, durch Talk geklart und eingedampft. Den anfallenden farblosen Sirup (725 mg) destil-
lierte man im Hochvakuum bei 140-150° Badtemperatur. Das Destillat (633 mg) erstarrte nach
mechrwochigem Stehen; nach Umkristallisieren aus Ather-Pentan wurden farblose Kristalle vom
Smp. 72-77° oder 118-123° erhalten®); [a]® = ~8,0° (¢ = 0,545 in Wasser) und [«] = +16,3°
(¢ = 0,835 in Chloroform). Im IR.-Spektrum ist bei 1735 cm~! (in Nujol) eine charakteristische
Bande (d-Lacton-Gruppierung) zu beobachten.

Ci7HggOg (378,41)  Ber. C54,0 H 8,0 0O 38,0% Gef. C54,0 HS81 0383%

Das Lacton VI konnte auch durch direkte Oxydation der Hexamethylverbindung II erhalten
werden. Aus 1,12 g Methyl-penta-O-methyl-digilanidobiosid resultierten 1,09 g rohes Lacton.
Nach Destillation im Hochvakuum wurden 791 mg Reinpréiparat erhalten.

%) A. StoLL, E. ANGLIKER, F. Barruss, W. KussmauL & J. Renz, Helv. 34, 1460 (1951).

26) M. PouM & R. WEISER, Naturwiss. 43, 582 (1956).

#7) Je nach den Kristallisationsbedingungen entsteht die tief- oder die hochschmelzende Form.
Die IR.-Spektren der beiden Modifikationen sind identisch.
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7. Hydrolyse von Penta-O-methyl-digilanidobionsiuvelacton (VI). 1,108 g frisch destilliertes
Pentamethyldigilanidobionsiurelacton (VI) wurden in 34 ml Kiriani-Reagens (3,5 Teile Eisessig,
5,5 Teile Wasser, 1 Teil konz. Salzsiure) 12) gelost und 1 Stunde auf 100° erhitzt. Nach Abkiihlen
und Verdiinnen mit 34 ml Wasscr wurde die saure Lsung mit Ag,CO, auf pH 5,5 abgestumpit.
Man entfernte die Silbersalze, behandelte das Filtrat mit H,S und dampfte die durch Talk ge-
klarte Losung ein. Der z#hfliissige, gelbbraune Riickstand wurde bei 60-140° (Badtemp.) und
0,03 Torr destilliert und lieferte 830 mg farbloses Destillat. ITm Papierchromatogramm zeigten
sich drei Flecke, deren Laufstrecken den Rf-Werten von Cymaronsiurelacton (IX)2$), 2,3,4,6-
Tetra-O-methyl-p-glucose (VII)2?) und Penta-O-methyl-digilanidobionsidurelacton ) (Ausgangs-
material V1) entsprachen.

Das Destillat wurde an Silicagel?) fraktioniert. Bei der Elution mit wassergesittigtem Essig-
ester + 0,59 Methanol bildeten sich zwei Konzentrationsmaxima aus. Die Fraktionen des ersten
Maximums (308 mg) enthielten ein komplexes Gemisch von Ausgangsmaterial (VI), Cymaron-
siurelacton (IX) und Zersetzungsprodukten. Aus den Eluaten des zweiten Maximums (317 mg)
wurden durch Nachchromatographie 205 mg einheitliche 2, 3,4, 6- Tetra-O-methyl-D-glucose (VII)
vom Smp. 64-94° isoliert. Die sichere Identifizierung erfolgte durch Vergleich des IR.-Spektrums
mit der Absorption eines Testpriparates®). Zur weiteren Charakterisierung wurde noch das
p-Nitrobesylhydrazon vom Smp. 136-138° bereitet, das im IR.-Spektrum?®) und den iibrigen
Eigenschaften mit einem authentischen Priparat tibereinstimmte.

Die Auftrennung des Stoffgemisches aus dem 1. Konzentrationsmaximum erfolgte an Cellu-
losesdulen im System Benzol-Wasser?®!). Dabei konnten 71 mg rohes Cymaronsdurelacton (1X) als
hellgelber Sirup isoliert werden. Reinigung mit Kohle in Chloroformlésung ergab 38 mg farblosen
Sirup, dessen IR.-Spektrum mit dem einer Testsubstanz3?) iibereinstimmte. 25 mg des Lactons
(IX) wurden ferner durch halbstiindiges Erhitzen mit 0,015 ml Phenylhydrazin auf 100° in das
Phenylhydrazid iibergefiihrt. Chromatographie des Rohproduktes an Silicagel lieferte 20 mg
reinstes Cymaronsdure-phenylhydrazid vom Smp. 154-1536°; [«]f = +4,0° (¢ = 0,300 in Metha-
nol)32). Mischprobe mit einem authentischen Priparatl®) ohne Depression. Vergleich der IR.-
Spektren siehe Fig. 1.

Cy3H300,N, (268,31)  Ber. N 10,4%  Gef. N 10,49

8. Acetyldigilanidobiose (X). — Hydrolyse vorn Lanatosid A: Eine Loésung von 2 g reinstem
Lanatosid A in 100 ml Methanol und 100 ml 0,1~ Schwefelsiure wurde 30 Min. unter Riickfluss
erwarmt. Zur Entfernung des Methanols konzentrierte man im Vakuum bei 40° und filtrierte dann
das auskristallisierte Digitoxigenin ab (ca. 640 mg Rohkristallisat). Das wisserige Filtrat wurde
dreimal mit je 20 ml Chloroform ausgeschiittelt (Chloroformphasen verworfen), durch Einengen
im Vakuum vom gelésten Chloroform befreit und mit 0,18 Ba(OH), neutralisiert. Nach Abfil-
trieren des BaSO, wurde die Losung mit 1-2 Tropfen Eisessig auf pH 4,5 gestellt und eingedampft.
Den Riickstand nahm manin 25 mlabs. Alkoholaufund klarte die triibe Losung durch ein Talkfilter.
Nach Eindampfen des Filtrats erhiclt man ca. 1,3 g Zuckergemisch als farblosen Sirup. Das
Gemisch der Zucker wies im Papierchromatogramm ) 4 Hauptflecke auf: Z, (unbekannter Zucker,
Rf = 0,87), Z, (unbekannter Zucker mit Rf = 0,73-0,76), Digitoxose (Rf = 0,58-0,60) und
Acctyldigilanidobiose (Rf == 0,35-0,37). Digilanidobiose (R = 0,20-0,22) und Glucose (Rf =
0,13-0,15) waren nur spurenweise nachweisbar.

Trennung des Zuckergemisches: In eine Glassiule von 4 cm Durchmesser wurden 300 g
WaATMAN-Cellulosepulver (Standard grade) in Portionen festgestampft. Die Sdule wurde dann

28) Nachweis mit der Hydroxamsiurereaktion, Ausfithrung nach M. ABDEL-AKHER & F. SMITH,
J. Amer. chem. Soc. 73, 5859 (1951).

29) Nachweis mit Anilinphtalat.

30) H. LicaTl & A.Vv. WARTBURG, Helv. 43, 1666 (1960).

3) 50g WaATMAN-Cellulose (Standard grade) wurden in 1 Liter trockenem Benzol aufgeschlimmt.
Unter kriftigem Vibrieren gab man tropfenweise 25 ml Wasser zu. Das flockige Tréger-
material wurde in ein Chromatographierohr cingefiillt und absitzen gelassen. Hierauf wusch
man die Sdule mit 500 ml wassergesittigtem Benzol.

32) ErperFIELD ) fand Smp. 154°; [«]} = + 2° (in Methanol).

38) WHaaTmaN-Papicr Nr. 3, System: Butanol-Alkohol-Wasser-(4:1:5), obere Phase, Nachweis
mit Anilinphtalat oder Antimontrichlorid in Chloroform.



Volumen xv1v, Fasciculus 1 (1961) — No. 29 247

mit 1,5 Liter oberer Phase des Gemisches Butanol-Alkohol-Wasser-(4:1: 5) gewaschen. Dann liess
man Methylrot in 2 ml Losungsmittelgemisch einsickern. Nachdem der Farbstoff ca. 10-15 cm
weit gewandert war, gab man den Zuckersirup in 10 ml Lésungsmittel auf die Siule. Nach einem
Vorlauf von ca. 400 ml war der Farbstoff v6llig aus der Sdule ausgewaschen. Die folgenden Eluate
(je 6,2 ml) wurden mit einem automatischen Fraktionensammler (Typ FT der Firma Dr. H. HosL1,
Bischofszell) aufgefangen. Im vorliegenden Beispiel wurde jedes einzelne Eluat eingedampft und
jedes 5. Eluat papierchromatographisch untersucht. Die Eluate wurden wie in Fig. 6 skizziert
in die Fraktionen A-F zusammengefasst.

my iFraktion Ar——Fraktion B
{No.b6-50 No.51-80

0 ion C: i Fraktion E——fe———Fraktion F——!
| No.Gl-60  |No.89-73 No.7-83 No8-95
i =Digitoxose

!
!
!
|
|
!
| \—A
I
!

5 ] [ 70 7 [ [3 50 s 100 Frajtionen
s w7 1] 09 8 &7 m ™ ™ 5 em®

Eﬂ:lﬂfllk‘ahi_:ﬁ?. shers Prase

Fig. 6. Chromatographische Tvennung des Zuckevgemisches aus Lanatosid A

Fraktion A unbekannter Zucker Z, 208 mg

B unbekannter Zucker Z, 328 mg
C  Digitoxose 188 mg
D  hauptsichlich Digitoxose 126 mg
E  Zwischenfraktion 75 mg
F  Acetyldigilanidobiose 143 mg

total eluiert 1068 mg

Die Zucker Z; und Z, wurden bis jetzt nicht weiter untersucht. Es konnte sich um Methyl-
glykoside handeln, da wir zur Schonung der Acetyldigilanidobiose auf eine Nachhydrolyse des
aus Lanatosid A erhaltenen Zuckergemisches verzichteten.

Das Material aus Fraktion F wurde mehrmals aus Methanol-Ather umkristallisiert und lieferte
reine Acetyldigilanidobiose (X), die in langen Nadeln kristallisierte (Fig. 5). Smp. 150-151° und
[0)f = +56° (c = 0,499 in Wasser). IR.-Spektrum siehe Fig. 2. FeEnviNG'sche Losung wird
durch Acetyldigilanidobiose kriftig reduziert.

CHy0p Ber. C47,7 H69 0454 CH,CO 12,2%
(352,33)  Gef. , 47,8 ,, 72 , 453 ,, 147%

Das Praparat war methoxylfrei. Alkalische Titration: Mol. Gew. Ber. 352, Gef. 370.

9. Hexa-O-acetyl-digilanidobiose (IV). — a) Aus Acetyldigilanidobiose (X): 100 mg Acetyl-
digilanidobiose wurden in 6,5 ml abs. Pyridin und 6,5 ml Essigsdureanhydrid gelést und zwei
Tage bei Zimmertemperatur stehengelassen. Nach Eindampfen der Losungsmittel im Vakuum
bei 60° wurde der Riickstand in Chloroform aufgenommen und mit 2x Salzsdure, gesittigter
KHCOg-Losung und Wasser ausgeschiittelt. Aus der Chloroformphase wurden 120 mg rohes
Acetat IV gewonnen. Nach zweimaligem Umkristallisieren aus Ather-Pentan erhielt man feine
Nadeln vom Smp. 200-201°; [a)F = +22,6° (¢ = 0,560 in Chloroform).

b) Aus Digilanidobiose (I): 1 g Digilanidobiose wurde in einem Gemisch von 65 ml Pyridin
und 65 ml Essigsdureanhydrid 4 Tage bei 20° stehengelassen. Die Aufarbeitung erfolgte wie
iiblich und lieferte 1,43 g reine Hexa-O-acetyl-digilanidobiose vom Smp. 200-201°; [a]%o =
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+ 23,3° (¢ = 0,514 in Chloroform). Der Misch-Smp. mit dem oben beschriebenen Préaparat zeigte
kcine Depression, die IR.-Spektren waren identisch.

CyyHyOp;  Ber. C51,2 H6,1 0427 CHyCO 45,99,

(562,51) Gef. ,, 51,0 ,, 5,9 ,, 429 .o 4531%

10. Digilanidobiose (I} aus Acetyldigilanidobiose (X). — a) Saure Hydrolyse: Eine Losung von
100 mg Acetyldigilanidobiose (X) in 10 ml 1n H,50, wurde 3 Wochen bei 20° stehengelassen.
Dann neutralisierte man mit 0,2N Ba(OH),-Losung, filtrierte und dampfte das Filtrat ein. Der
kristallisicrte Riickstand zeigte im Papierchromatogramm die gleiche Laufstreckc wie Digilanido-
biosc; Ausgangsmaterial konnte nur in Spuren nachgewiesen werden. Nach mehrmaligem Um-
kristallisicren aus Wasser-Alkohol wurden 37 mg einheitliche Digilanidobiose als farblose Stdb-
chen vom Smp. 223-227° erhalten; [a]f) = +29,4° (¢ = 0,545 in Wasser). Das IR.-Spektrum
des Praparates stimmte mit der Absorption von Digilanidobiose iiberein.

CpH,00, (310,30) Ber. C46,5 H7,2 04649 Gef. C465 H6,9 046,19

b) Alkalische Hydrolyse: 100 mg Acetyldigilanidobiose (X) wurden in 20 ml 0,2~ Ba(OH),-
Losung 16 Std. bei Zimmertemperatur stehengelassen. Dann leitete man in die klare Losung CO,
ein und filtrierte von den Ba-Salzen ab. Aus dem klaren Filtrat wurden nach dem Eindampfen
100 mg farbloser Schaum gewonnen. Auf Grund des Papierchromatogramms lag ein Gemisch
von Digilanidobiose und einem schneller laufcnden Hydrolyseprodukt vor. Da mehrfaches
Umbkristallisieren zu keinem einheitlichen Priparat fithrte, wurde das Gemisch an einer Cellulose-
siule (300 g WHATMAN, Standard grade, Butanol-Alkohol-Wasser 4:1:5) chromatographiert.
Aus den zuerst eluierten Fraktionen ergaben sich 20 mg ecines kristallisierten Begleitstoffes, der
den gleichen Rf-Wert wie Acetyldigilanidobiose aufwies; das IR.-Spektrum war jedoch von X
verschieden und wies keine Acetylbanden auf. Aus den folgenden Eluaten wurden ca. 50 mg
kristallisierte Digilanidobiose vom Smp. 216-220° gewonnen. (Identifizierung durch das IR.-
Spektrum.)

11. Strophanthobiose (XI). Strophanthobiose wurde durch Hydrolyse von k-Strophantin-f
gewonnen. Umkristallisation aus Methanol lieferte weisse Nadeln vom Smp. 144-146° 34);
]l = +33,8° (¢ = 2,068 in Wasser)21)?%), Bei der KeLLER-KiL1aN1-Reaktion wurde lediglich
ein orangefarbener Ring beobachtet.

C;3Hp,04 (324,32)  Ber. C48,1 H7,5 CH09,6% Gef. C48,1 H 7,7 CH0 9,89

Penta-O-acetyl-strophanthobiose: Eine Probe Strophanthobiose wurde wie iiblich mit Essig-
siureanhydrid in Pyridin acetylicrt. Das Penta-O-acetyl-Derivat wurde in weissen Nadeln vom
Smp. 174-175° gewonnen; [a]}y = +11,9° (¢ = 1,05 in Chloroform)?21)22),

CoHyyOy, (534,50)  Ber. C 51,7 H 6,49 Gef. C51,8 H64%

f-Methyl-penia-O-methyl-digilanidobiosid (II) aus Strophanthobiose (XI): 2,00 g Strophantho-
biose (XI), in 18,6 ml getrocknetem Dimethylformamid gelést, wurden mit 7,3 ml trockenem
Methyljodid und 7,05 g frisch hergestelltem Silberoxyd versetzt, 20 Std. im Dunkeln geriihrt und
wie iiblich (siehe oben) aufgearbeitet. Das Reaktionsprodukt, 2,00 g farbloser Sirup, kristallisierte
aus Ather-Pentan und ergab 1,08 g chromatographisch einheitliches f-Methyl-penta-O-methyl-
digilanidobiosid (II) vom Smp. 83-85°; [a]%l = +4,1° (¢ = 1,05 in Wasser), [a},’bl = +410,3°
(¢ = 0,967 in Chloroform).
C;gH;0p Ber. C54,8 HB87 0365 CH,O47,2%
(394,45) Gef. ,, 551 ,, 86 ,, 36,8 . 45,6%
Der Misch-Smp. mit dem aus Digilanidobiose hergestellten Praparat zeigte keine Depression.
Penta-O-methyl-digilanidobiose (IT11) aus permethylievter Strophanthobiose: 947 mg B-Methyl-
pentamethyl-digilanidobiosid (II) aus Strophanthobiose wurden in 46 ml 0,05N wisseriger
Schwefelsiure hydrolysiert (2 Std. 60°). Nach iiblicher Aufarbeitung 1,01 g farbloser Sirup, der
im Diinnschichtchromatogramm nur eincn einzigen Fleck ergab. Das Reaktionsprodukt kristalli-
sierte auf Impfen mit Penta-O-methyl-digilanidobiose (aus Digilanidobiose). Aus Ather-Pentan
585 mg Kristalle vom Smp. 94-98°; Mischprobe mit dem Priparat aus Digilanidobiose ohne
Depression; [a]l = +41,3° (¢ = 1,07 in Wasser), [x]}} == +32,6° (¢ = 1,255 in Chloroform).
IR.-Spektrum siehe Fig. 4.

34) Die hoher schmelzende Modifikation2!) konnte nicht erhalten werden.
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Bei der Remethylierung von 388 mg Pentamethyldigilanidobiosc (aus Strophanthobiose) in
3,60 ml Dimethylformamid mit 1,43 m! Methyljodid und 1,36 g Silberoxyd entstand wiederum
einheitliches f-Methyl-penta-O-methyl-digilanidobiosid (I1I). Aus Ather-Pentan 305 mg Kristalle
vom Smp. 76-84° (Misch-Smp. ohne Depression); [a]ff = +3,9° (¢ = 0,825 in Wasser), [a]i =
+11,4° (¢ = 0,907 in Chloroform}. IR.-Spektrum siehe Fig. 3.

ZUSAMMENFASSUNG

Durch Spaltung der methylierten Digilanidobiose-Derivate IT und VI zu 2,3,4,6-
Tetra-O-methyl-D-glucose und Cymarose bzw. Cymaronsédurelacton konnte fiir Digi-
lanidobiose die Struktur I bewiesen werden. Fiir Acetyldigilanidobiose wurde ent-
sprechend die Konstitution X abgeleitet. Strophanthobiose (XI) unterscheidet sich
von der Digilanidobiose (I) nur durch die O-Methylgruppe an C-3 des Desoxyzuckers,
da sich aus beiden Biosen identische Methylderivate (IT und III) gewinnen lassen.

Pharmazeutisch-chemisches Laboratorium Saxpoz, Basel

30. Phytolaccanin, der Farbstoff der Kermesbeere
(Phytolacca decandra L.)?)

1. Mitteilung zur Kenntnis der Betacyane
von H. Wyler und A. S.Dreiding
(7. X11. 60)

Die reifen Friichte der Phytolacca decandra (americana) L., genannt Kermes-
beeren?), enthalten einen prachtvoll rot-violetten Saft, dessen firbende Eigenschaften
man verschiedentlich anzuwenden trachtete.

Die Pflanze und deren Verwandtschaft waren urspriinglich nur auf dem amerikanischen
Kontinent heimisch (Virginian pokeweed, indianisch: Pocan?). Es wird iiberliefert4), dass der
Gouverneur von Jamestown (Virg.) um 1607 grosse Mengen der «Pokeberries» von der indiani-
schen Bevolkerung abliefern liess und zur Priifung als mégliche Textilfarbstoffquelle nach Europa
versandte. Bei dicser Gelegenheit wurde die Pflanze dort angesiedelt und verbreitete sich rasch
vor allem im Mittelmeergebiet. Die in sie gesetzten Erwartungen wurden jedoch enttiuscht.
Jahrhunderte spiter diente der Saft dieser Beere in siidlichen Lindern zum Firben von Wein
und anderen Lebensmitteln3)5)$). Dieser Gebrauch wurde schliesslich untersagt?), da der Beeren-

1) Zum Tecil aus einem Vortrag von A. S. DREIDING am «Symposium of the Plant Phenolics
Group» im Shoreditch College (22. April} und am chemischen Kolloquium der Universitit
Oxford (26. April 1960).

2) Der Begriff Kermesbeeren (Kermeskérner, Scharlachbeeren, Grana Chermes) wurde nach

Heise?) auch fiir die getrockneten Weibchen der Kermesschildlaus, Lecanium ilicis L.,

welche an den Zweigen der Kermeseiche (Quercus coccifera) lebt, angewandt. Die mit Wein

oder Essig befeuchteten, urspriinglich violett-schwarzen Tiere wurden an der Sonne getrock-
net und verfirbten sich rot-braun. Dieses Pigment, bekannt als Kermessdure, welches einst
in der Textilfirberei Verwendung fand, hat nichts mit dem Farbstoff der Phytolacca zu tun.

\ R. Heisg, Arbeiten kaiserl. Gesundheitsamt 77, 513 (1895).

) C. D. Merr, Textile Colorist 52, 191, 682 (1930); 64, 76 (1942).

5) H. C. SorBY, Quart. J. microscopic Sci.,, New Ser. 9, 368 (1869).

} Lacour EvyMarp, J. Pharmac. Chim. 27, 243 (1890).





