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152. Die Glykoside der Blitter von Digitalis canariensis L.,
var. isabelliana (WEBB) LINDINGER
2. Mitteilung?)
von S. K. Pavanaram, P. Hofer, Horst Linde und Kuno Meyer
Herrn Prof. Jaxos BticHI zu seinem 60. Geburtstag gewidmet

(22.1V. 63)

In der vorangegangenen Mitteilung?) haben wir iiber die glykosidischen Bestand-
teile des Chloroform-Alkohol-(4:1)-Extraktes, der die Hauptmenge der herzaktiven
Substanzen von Digitalis canariensis L., var. isabelliana (Kurzbezeichnung D. isabelli-
ana) enthilt, berichtet. In der vorliegenden Arbeit werden die Ergebnisse der Unter-
suchung des Ather- und Chloroform-Extraktes mitgeteilt.

I. Ather-Extrakt. — Das zur Verfiigung stehende Untersuchungsmaterial war bei
der Aufarbeitung einer grésseren Charge von D. isabelliana-Blittern erhalten worden2),
Es wurde zundchst im Ausschiittelungsverfahren von sauren Bestandteilen befreit
und gab dann im Papierchromatogramm (Pchr) 5 KEDDE-positive3) Flecke (rot-
violett) neben 2 weiteren gelbgriinen Flecken. Zwischen diesen beiden, die durch
relativ kleine Laufstrecken gekennzeichnet waren, lag der kleinste der KEDDE-positi-
ven Flecke, dessen Rf-Wert etwa dem des Strospesids?) entsprach, wihrend die
iibrigen 4 sich auf die untern 2/, des Papierbogens verteilten. Diese wiesen dieselben
Rf-Werte wie die frither!) aus dem Chloroform-Alkohol-(4:1)-Extrakt durch enzy-
matischen Abbau erhaltenen Monoside b + ¢%) und a und wie die diesen zugrunde-
liegenden Cardenolide Digitoxigenin und Uzarigenin auf. Bei der siulenchromato-
graphischen Aufteilung des entsduerten Ather-Extraktes an Al,0, wurde zunichst
eine grossere Anzahl KEDDE-negativer Fraktionen gewonnen, die reichliche Mengen
oliger Bestandteile enthielten. Aus den Eindampfriickstdnden einiger dieser Frak-
tionen liessen sich eine «Gelbe Substanz» und eine « Weisse Substanz» in Kristallen ge-
winnen (siche weiter unten). Aus den ersten KEDDE-positiven Fraktionen konnte
Uzarigewin (I111) isoliert werden. In den Mutterlaugen dieses Cardenolids liess sich
papierchromatographisch eindeutig Digitoxigenin (I) nachweisen. Aus den Eindampf-
riickstinden der mit polareren Losungsmitteln erhaltenen KEDDE-positiven Frak-
tionen konnten Kristallisate gewonnen werden, die Gemische der Monoside b und ¢
darstellten®). Aus diesen Gemischen liess sich das Monosid ¢ (IV) leicht durch frak-
1) 1. Mitt.: R. ReEs, C. R. GaviLaNEes, W. MEIER, A. FtrsT & K. MEVER, Helv. 44, 1607 (1961).
?) Den Herren Dres. A. FUrsT und W. MEIER der F. HoFFmManN-La RocHE & Co. AG, Basel,

danken wir auch an dieser Stelle bestens fiir dic Uberlassung dieser Extraktc.

3) D. L. Keppg, Diss. Leiden 1946; Pharmac. Weekblad 82, 741 (1947); vgl. auch J. E. BusH &

D. H. TavLor, Biochem. J. 52, 643 (1952).

4) Fur das Vorliegen eines Gitoxigenin-Derivates sprach auch dic nach Bespriihen mit SbCl, im

UV.-Licht auftretende leuchtend blaue Fluoreszenz. Vgl. hierzu C. JusLEN, W. WEHRLI &

T. REICHSTEIN, Helv. 46, 117 (1963), Fussn. 21.

5) Die Monoside b und c lassen sich in dem beniitzten System?!) nicht aufteilen und erscheinen

deshalb als ein Fleck. Im Diinnschichtchromatogramm dagegen unterscheiden sie sich deutlich
in ihren Rf-Werten.
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tionierte Kristallisation rein gewinnen. Dabei reicherte sich das Monosid b wohl stark
in den Mutterlaugen an, konnte daraus aber nie véllig rein erhalten werden. Hingegen
gliickte es einmal, durch Umldsen eines Mischkristallisates von b und ¢ das Monosid b
(II) diinnschichtchromatographisch rein zu gewinnen. Die letzten Eluate des pra-
parativen Chromatogramms enthielten zun4chst Monosid a als einzige KEDDE-positive
Substanz und zum Schluss das oben erwihnte, dem Strospesid dhnelnde Glykosid
hoher Polaritit = Substanz J. Monosid a und Substanz J konnten durch priaparative
Pchr von den KEnDE-negativen Begleitstoffen weitgehend abgetrennt werden, wobei
es schliesslich gelang, das Monosid a (V) in Kristallen zu gewinnen, wihrend Substanz
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7y A. WiNDaUs & G. STEIN, Ber. deutsch. chem. Ges. 67, 2436 (1928).
8) S. RaNncaswaMmi & T. REicHSTEIN, Helv. 32, 939 (1949).

9 R. ]. ANDERsON & R. L. SHRINER, J. Amer. chem. Soc. 48, 2976 (1926). Zur Konstitution sieche

W. BERGMANN & E. W. Low, ]J. org. Chemistry 72, 67 (1947).
10y A. TcHiBa, Scient. Pap. Inst. physic. chem. Res. (Tokyo) 28, 112 (1935).
11y M. CLOETTA, Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 772, 261 (1926).

123) W. RirteL, A. HunGgeEr & T. ReicHsTEIN, Helv. 35, 434 (1952); vgl. auch A. HUNGER & T.

ReicusTEIN, Helv. 33, 76 und 1993 (1950).
13y C. W. SuoppEE, R. E. Lack & A. V. RoBERTSON, ]J. chem. Soc. 7962, 3610.
) R. TscHESCHE & G. GRIMMER, Chem. Ber. §8, 1569 (1955).
15) R. TscHESCHE & (. BUSCHAUER, Liebigs Ann. Chem. 603, 59 (1957).
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Ac = CH;—CO-; PhCO = \’ 9/—(3‘0—. Die Zahlen in eckigen Klammern geben die auf ganze Grade
auf- bzw. abgerundete spez. Drehung fiir Na-Licht in folgenden Losungsmitteln an: ohne Be-
zeichnung = Chloroform, Al = Athanol, Me = Methanol, Py = Pyridin.

*) Siehe Exp. Teil.

Beschreibung der bisher in D. isabelliana neu aufgefundenen Stoffe. — Gelbe Substanz.
Aus Digitalis-Arten (vor allem D. purpurea und D. lanata) sind eine Reihe von gelben
Pigmenten isoliert worden®), die, soweit uns bekannt, alle mit einer Ausnahme
Flavone darstellen. Der von uns aus D. ¢sabelliana isolierte gelbe Farbstoff (einige mg
pro kg Trockendroge) vom Smp. 190-191° ist mit keinem der bisher in Dsgtalss-Arten
aufgefundenen und beschriebenen gelben Pigmente identisch??). Die Analyse passte
sehr gut auf die Formel C,;H,,0,. Die neue gelbe Verbindung ist optisch inaktiv,
unléslich in Alkalien, gibt einen negativen Farbtest auf Anthoxanthine (Flavone
usw.), farbt sich nicht mit Ferrichlorid und enthilt keinen Stickstoff. Ein Zusatz von
Zinkpulver zu einer Suspension in 25-proz. wisserigem NH, lisst den wasserunlds-
lichen Farbstoff allmihlich mit gelber bis oranger Farbe in L&ésung gehen. Wird
ausserdem noch wenig verd. NaOH zugefiigt, so wird die Losung tieforangerot gefirbt,
verblasst beim kraftigen Durchschiitteln, um beim Stehenlassen wieder orangerot zu
werden. Dieses Verhalten spricht fiir das Vorliegen eines Anthrachinons. Das NMR.-
Spektrum?®) zeigt die folgenden Signale: 1 Methyl bei ca. 2,45 ppm; 1 Methoxyl bei

18) D. Sarton, H. Isum, Y. Ovama & T. OxuMURa, J. pharmac. Soc. Japan 75, 1573 (1955);
D. Saton, Chem. pharmaceut. Bull. §, 270 (1960). Zur Konstitution siehe D. Saton, ibid. 70,
3 (1962).
R. TscHEscHE, G. Lipp & G. GRIMMER, Liebigs Ann. Chem. 606, 160 (1957).
Flavone: Luteolin: F. FLEISCHER & E. FroMM, Ber. deutsch. chem. Ges. 32, 1184 (1899);
7-Glucosido-luteolin: H. NakamuRra, T. OnTA & G. HUkuyuTr, J. pharmaceut. Soc. Japan 56, 107
(1936); Calycopterin: W. KARRER, Helv. 77, 1560 (1934); W, KARRER & K. VENKATARAMAN,
Nature 735, 878 (1935); Scutellarein und Dinatin: S. RaANGaswaM1 & E. V. Rao, Proc. Indian
Acad. Sci. 544, 51 (1961); Digicitrin: W. MEIER & A, FUrsT, Helv. 45, 232 (1962). —
Anthrachinon: Digitolutein: ADRIAN & A. TRILLAT, C. r. hebd. Séances Acad. Sci. 729, 889
(1899); R. A. PaRrts, tbid. 238, 932 (1954); vgl. auch M.-M. JanoT, J. CHABASSE-MASSONNEAU,
P. pE GRAEVE & R. GouTareL, Bull. Soc. chim. France 7955, 108, und J. C. Lovie & R. H.
TuaoMsoN, J. chem. Soc. 7959, 4139.
17} Herr Prof. T. REICHSTEIN hatte die Freundlichkeit, uns Proben von zwei aus D. purpurca
isolierten gelben Pigmenten fiir Vergleichszwecke zu iiberlassen, wofiir wir auch an dieser
Stelle bestens danken mochten. Es ergab sich, dass der eine dieser beiden Farbstoffe (Smp.
184-188°) identisch mit der von uns aus D. isabelliana isolierten neuen gelben Verbindung ist.
Die NMR.-Spektren wurden mit einem VaRriaN-A-60-Spektrographen in CDCly; mit Tetra-
methylsilan als interner Bezugssubstanz aufgenommen. Wir danken Herrn Dr. C. vON PLANTA,
Forschungslaboratorien der F. HoFFMANN-LA RocHE & Co. AG, Basel, bestens fiir seine Hilfe
bei der Aufnahme dieses Spektrums.

17
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ca. 4,02 ppm; 6 aromatische Protonen: bei 7,12 ppm 1 Proton (Singl.), bei 7,75 ppm
3 Protonen (Multipl.) und bei 8,2 ppm 2 Protonen (Multipl.). Diese Fakten deuten
darauf hin, dass die gelbe Verbindung die Konstitution eines Methyl-methoxyl-
anthrachinons haben kénnte. Fiir Vergleichszwecke haben wir durch Methylierung
des 2-Methyl-3-hydroxy-anthrachinons!?) eines der méglichen isomeren Analoga der
neuen gelben Substanz bereitet. Dieses hatte den Smp. 195-197° %) und war nicht
identisch mit der neuen, gelben Substanz. Im Farbtest auf Anthrachinone mit Zn-
Pulver und konz. NH,-Losung trat bei der Modellsubstanz rascher eine Firbung
(dunkelorange) ein, die auf Zusatz von wenig verd. NaOH ebenfalls eine Vertiefung
(in Orangerot) erfuhr. Es besteht somit ein deutlicher Unterschied zwischen dem neuen
gelben Digitalispigment und der Modellsubstanz, was die Intensitit der Farbung be-
trifft und die Geschwindigkeit, mit der die Farbreaktion ihren héchsten Wert erreicht.
Ein Vergleich des UV.-Spektrums des neuen Farbstoffes mit demjenigen der Modell-
substanz zeigt ebenfalls deutliche Unterschiede (siehe Fig. 1). Trotzdem glauben wir,
dass dieser neue in D. isabelliana aufgefundene Farbstoff in die Anthrachinonreihe
gehort, und hoffen, dessen Konstitution kliren zu kénnen, sobald ausreichende Mengen
davon fiir weitere Versuche zur Verfligung stehen.
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19) S. K. PavanaraMm & L. R. Row, J. sci. industr. Res. (India) 76 B, 409 (1957).
20) I.. H. BriGgas, G. A. NicHOLLS, J. chem. Soc. 7949, 1241.
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Weisse Substanz. Diese in Ather und Petrolither leicht 16sliche Verbindung (etwa
100 mg pro kg Trockendroge) kristallisierte aus Methanol oder Aceton nach mehr-
maligem Umlésen in feinen Blittchen vom Smp. 142-150° und [«], = —42° (in
Chloroform); Misch-Smp. mit authentischem y-Sitosterin?) ohne Depression. Das
IR.-Spektrum zeigte vollige Ubereinstimmung mit demjenigen des Vergleichspripa-
rates. Auch die Acetyl- bzw. Benzoyl-Verbindung war nach Smp., spez. Drehung und
IR.-Spektrum mit den entsprechenden Estern des y-Sitosterins identisch.

Substanz J. Dieses Glykosid, das nicht kristallin erhalten werden konnte, gab eine
positive KELLER-KIL1IANI-Reaktion?2) (auf 2-Desoxyzucker-Glykoside) und liess sich
demzufolge leicht schon durch kurzes Erwirmen mit wisserig-alkoholischer 0,05N
H,50, spalten. Die Zuckerkomponente konnte nicht abgeklirt werden, hingegen liess
sich das Aglykon durch Pchr als Gitoxigenin (IX) identifizieren. Aus diesen Fakten
ergibt sich somit, dass Substanz J nicht identisch mit Strospesid (X) sein kann. Eine
erneute Priiffung in der Pchr mit dem von Ballaststoffen weitgehend befreiten Gly-
kosid J ergab, dass dieses sich etwas polarer als Gitoxin verhilt, welches seinerseits
wiederum deutlich polarer als Strospesid ist 28),

I1. Chloroform-Extrakt. — Eine orientierende Priifung im Pchr gab nur 2 KEDDE-
positive Flecke kleiner Rf-Werte, die am besten auf die Monoside a und Strospesid
passten. Entwicklung des Pchr mit SbCl, liess etwa 8 Flecke in Erscheinung treten,
die sich nur z. T. zuordnen liessen (Strospesid, Monoside a und b, 14«-Digipronin).
Im Dchr wurden lediglich 3 blaugraue Flecke erhalten — im iibrigen waren die
Kieselgel-Bahnen #!) von der Start- bis zur Frontlinie gelbbraun gefirbt —, die durch
die Monoside a, b und ¢ hervorgerufen worden sein diirften 23). Bei der sdulenchroma-
tographischen Aufteilung an Al,O, wurden die folgenden Substanzen in Kristallen
erhalten (in der Reihenfolge der Eluierung): Digifolein (XII), 14a-Digipronin (XIV)
und Strospesid (X). Die Digifolein-Kristallisate waren nicht einheitlich. Im Pchr und
auch im Dchr liessen sich noch zwei weitere Substanzen sichtbar machen, die eine nur
wenig unpolarer = Lanafolern (XIII), die andere wesentlich unpolarer als Digifolein =
Diginin (XV). Wir haben deshalb die uneinheitlichen Digifoleinkristailisate an Sili-
cagel («MERCK» fiir sdulenchromatographische Zwecke), welches eine sehr gute Auf-
trennung von Diginin und Digifolein gestattet, nach der Durchlaufmethode chromato-
graphiert. Dabei liess sich das Diginin in einheitlichen Kristallen gewinnen. Eine
priparative Herausarbeitung des Lanafoleins erschien uns nicht lohnend genug, da
dieses Digitanolglykosid 28) nur in sehr geringer Menge anwesend war. In den Mutter-
laugen von Digifolein, 14a-Digipronin und Strospesid waren nach Dchr nock die
Monoside ¢ und a, moglicherweise auch die frither?) beschriebenen Monoside f und h,

2y K. MEVER, Pharm. Acta Helv. 24, 222 (1949), aus Ck’an Su gewonnen (Smp. 150-152°;
[oa]p = —40° in Chloroform).

22) Vgl. hierzu J. voN Euw & T. RE1cHSTEIN, Helv, 37, 883 (1948).

23} Je nach der Menge und der Art der Begleitstoffe kénnen sich beim direkten Vergleich eines
Rohextraktes mit den Reinsubstanzen recht unterschiedliche Rf-Werte ergeben. Dies trifft
vor allem fiir die Diinnschichtchromatographie (Dchr) zu. Identifizierungen durch papier-
chromatographischen oder diinnschichtchromatographischen Vergleich kénnen nur dann ein
hohes Mass von Sicherheit gewéhrleisten, wenn die zu identifizierenden Stoffe eines Extraktes
vor ihrer Priifung im Pchr oder Dchr weitgehend von Begleitstoffen befreit werden konnten.

24} Auf Linienglas, sieche A. Gamp, P. STUDER, H. LINDE & K. MEYER, Experientia 78, 292 (1962).

25) R. TsCHESCHE, Angew. Chemie 73, 727 (1961). )
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enthalten. Aus den Eindampiriickstinden einer Chromatographiefraktion, die im
Anschluss an die Eluierung des Strospesids gewonnen worden war, konnte eine kleine
Menge eines neuen KEDDE-positiven Glykosids vom Smp. 257-264° und [«]p = — 38°
(in Pyridin) erhalten werden, das auf Grund seines UV.-Spektrums ein Butenolid
darstellt = Swubstanz K. Das daraus durch Hydrolyse im MikromaBstab gewonnene
Genin war nach Pchr wesentlich polarer als Gitoxigenin und konnte bisher nicht mit
einem bekannten Cardenolid identifiziert werden. Die Zuckerkomponente zeigte im
Dchr gleiches Verhalten wie Digitalose.

Wir danken der Direktion der F. HorFrManN-LLa Rocur & Co. AG, Basel, bestens fiir die
Unterstiitzung dieser Untersuchungen.

Exp;arimenteller Teil

Alle Smp. wurden auf dem KorLer-Block bestimmt und sind korrigiert. — Es werden die fol-
genden Abkiirzungen beniitzt: (Ac),O = Acetanhydrid, A = Ather, Al = Athanol, An = Aceton,
Bz = Benzol, Bu = #-Butanol, Chf = Chloroform, E = Essigester, Fmd = Formamid, Me =
Methanol, Mik = Methylithylketon, Pe = Petrolither, Pgl = Propylenglykol, Py = Pyridin,
To = Toluol, W = Wasser, ML = Mutterlaugenriickstinde, Pchr = Papierchromatographie
bzw. Papierchromatogramm, Dchr = Diinnschichtchromatographie bzw. Diinnschichtchromato-
gramm.

Die Pchr wurde bei 20° 4- 2° auf WHATMAN-Nr.1-Papier ausgefithrt. Zur Sichtbarmachung
der gewanderten Substanzen wurden die Papierbogen mit 20-proz. SbCl; in Chf bespriiht und hier-
auf auf etwa 100° erhitzt. Zum spezifischen Nachweis von Butenoliden diente KEDDE-Reagens$).

Fiir die Ausfithrung der Dchr beniitzten wir die Linienglas-Methode24). Die Sichtbarmachung
der gewanderten Substanzen geschah durch Besprithen mit 20-proz. SbCly in Chf und Erhitzen
auf 80-120°.

I. Ather-Extrakt. — 1) Auftrennung in die Bestandteile. Die dunkel-braungriin gefirbten,
schmierig-pastenformigen Eindampfriickstinde der Atherausschiittelungen aus einem Extrak-
tionsansatz, der entsprechend den frither gemachten Angaben?) aus 21 kg D. isabelliana-Blittern
gewonnen worden war und rund 240 g wog, wurden in 1000 ml A-Chf-(4:1) gelost und erschop-
fend mit jeweils 100 ml verd. Sodalésung ausgeschiittelt. Die organischen Phasen wurden hierauf
mit W neutral gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet, filtriert und im Vakuum eingedampft: rund
100 g dunkel gefirbter Riickstand. Ergebnis der Pchr [System Bz-Chf-(1:1)/Pgl-W-(4:1)] siehe
Theoret. Teil. Im Dchr [System E-Pe-(4:1)] 3 Flecke der Monoside a, b und c. Das vorgereinigtc
Untersuchungsmaterial wurde in Portionen von etwa 35 g jeweils an 500 g regeneriertem Al,O,
«MERCK» ) nach der Durchlaufmethode chromatographiert. Die im Folgenden gemachten An-
gaben beziehen sich jeweils auf die bei einer solchen Chromatographie gewonnenen Ergebnisse.
Pe-Bz-(1:1) und -(1:3) eluierten reichliche Mengen eines dunkel-braungriin gefirbten Ols, das
verworfen wurde. Die mit Bz gewonnenen Fraktionen waren braunorange gefarbt und gaben (aus
An) etwa 15-20 mg gelb gefirbte, feine Kristallnddelchen vom Smp. 180-187° = Gelbe Substanz.
Die Eindampfriickstinde der ersten Fraktionen mit Bz-Chf-(9:1) waren ebenfalls gelb gefarbt.
Auf Zusatz von Me bildeten sich Kristalle vom Smp. 128-132°, die leicht in A und Pe 1éslich
waren = Weisse Substanz. Aus den Eindampfriickstinden der Fraktionen mit Bz-Chf-(4:1) liessen
sich keine Kristalle gewinnen; sie waren auch wie alle vorangegangenen Fraktionen KEDDE-
negativ. Die spiteren Eluate enthielten demgegeniiber alle KEDDE-positive Substanzen. Durch
Pchr [System Bz-Chi-(1:1)/Pgl-W-(4:1)] bzw. Dchr [E-Pe-(4:1)] liessen sich in den Fraktionen
mit Bz-Chf-(3:2) und -(7:3) Digitoxigenin und Uzarigenin nachweisen. Aus den Eindampfriick-
stinden der Chf-Fraktionen konnten 200-300 mg kristallisiertes Uzarigenin (aus Me-A) gewonnen
werden. Die Eluate mit Chf-Me-(199:1) enthielten nach Pchr bzw. Dchr (siehe oben) Uzarigenin
und wenig der Monoside b und c. Die Fraktionen mit Chf-Me-(99:1) und -(49:1) waren frei von
Uzarigenin und enthielten nach Pchr bzw. Dchr die Monoside b und c. Aus Me-A wurden rund
200 mg feine Nddelchen erhalten, die ein Gemisch von b und c darstellten. Wird dieses Gemisch in
Aceton gelost und die konzentrierte I.osung mit reinem Monosid ¢ geimpft, dann scheiden sich

%) J. P. RucksTuHL & K. MEYER, Helv. 40, 1270 (1957), siche Anm. 26, S. 1285.



Volumen xrvi, Fasciculus 1v (1963) — No. 152 1383

einheitliche Kristalle von ¢ aus, Smp. 225-230°. Aus den konzentrierten Mutterlaugen lisst sich
durch Animpfen mit b kein einheitliches Kristallisat erhalten. Aus einem Gemisch etwa gleicher
Teile Monosid b und c, geldst in An, liess sich einmal durch Animpfen mit reinem Monosid b eine
einheitliche Kristallfraktion dieser Substanz vom Smp. 211-216° gewinnen. Das mit Chf-Me-
(19:1) eluierte Material gab im Pchr nur einen KEDDE-positiven Fleck, der den gleichen Rf-Wert
wie das Monosid a aufwies. Es konnten auch nach Animpfen mit Monosid a keine Kristalle erhalten
werden. Durch priparative Papierchromatographie (vgl. 1)) [System Bz-Chf-(1:1)/Pgl-W-(4:1)]
liess sich schliesslich eine kleine Menge des Monosids a in einheitlichen Kristallen vom Smp.
240-246° gewinnen. — Das mit Chf-Me-(9:1) von der Siule geldste Material enthielt nach Pchr das
dem Strospesid dhnelnde Glykosid = Substanz J (siehe Theoret. Teil). Da auch nach erneuter
chromatographischer Aufteilung diese unbekannte Substanz nicht zur Kristallisation gebracht
werden konnte, wurde durch praparative Pchr (System wie bei Monosid a) eine weitere Reinigung
versucht. Infolge unerklirbarer Umstdnde enthielt das aus den Papierbogen eluierte Material
neben der gesuchten KEDDE-positiven Substanz grosse Mengen einer nicht mehr abtrennbaren
Verunreinigung. KELLER-KiL1anI-Reaktion2?) blau (blaugriin). Hydrolyse einer Probe in wis-
serig-dthanolischer-(1:1) 0,058 H,SO,. Verdampfen des Al im Vakuum und Extraktion der
wisserigen Losung mit Chf gab ein amorphes Genin, das im Pchr [Bz-Chf-(1:1)/Pgl-W-(4:1)] sich
gleich wie Gitoxigenin (IX) verhielt und wie dieses nach dem Bespriihen mit SbCly im UV.-Licht
eine leuchtend blaue Fluoreszenz gab?). Die wisserige, vom Aglykon befreite Hydrolysenlésung,
die den Zucker enthielt, wurde im Pchr [To-Bu-W-(8:2:1), Laufzeit 21 Std., Entwicklung mit
Anilinphtalat??)] gepriift und gab einen iiber das ganze Pchr laufenden dunkeln Streifen.

2) Beschreibung dey new in D. isabelliana aufgefundenen Substanzen. — Gelbe Substanz. Aus An
umkristallisiert, feine, hellgelbe Nidelchen, Smp. 190-191°. Sublimiert bei 100-120° und 0,02 Torr.
Smp. unverdndert. Zeigt keine optische Aktivitit. Die gelbe Substanz ist unléslich in W und 50-
proz. KOH, leicht dagegen in Al, An, A usw. Sie gibt einen negativen LassareNE-Test auf Stick-
stoff. — Farbreaktionen: in wenig Al gel6st, mit Mg-Pulver und konz. HCI versetzt, keine Farbung
(Probe auf Pyrone wie Flavone und verwandte Stoffe?)). In wenig Al gelst auf Zusatz von wisse-
riger Ferrichloridlésung keine Farbung. Wird die Substanz in 25-proz. wisserigem NH, suspen-
diert, so bleibt die Lésung auch nach Erwirmen vollig farblos. Nach Zusatz von Zn-Pulver ver-
gehen die Kristalle allmihlich und die Lésung firbt sich gelb, unmittelbar iiber dem Zn-Pulver
tiefgelb bis gelborange. Wird eine kleine Probe der gelben Substanz im Glithréhrchen in 1 Tropfen
1n NaOH suspendiert, mit etwas Zn-Pulver versetzt, kriftig durchgeschiittelt und gut verschlos-
sen stehengelassen, so beginnt sich die Lésung vom Zn-Pulver her nach einigen Minuten rotorange
zu farben. Kriftiges Durchschiitteln bewirkt Aufhellung der Farbe und kurze Triibung der Lisung
infolge Riickoxydation zu der in W unlgslichen gelben Substanz (positive Anthrachinon-Probe).
Methylierungsversuch: 4 mg gelbe Substanz wurden in 5 ml An, das iiber geglithtem K,CO, ge-
trocknet worden war, gelést, mit 200 mg frisch gegliihtem IK,CO, und 5 Tropfen Dimethylsulfat?29)
versetzt und 44 Std. auf dem Dampfbad unter Riickfluss gekocht. Hierauf wurde filtriert und im
Vakuum zur Trockne gebracht. Nach Destillation bei 0,02 Torr und 100-120° Badtemperatur wurde
das Sublimat aus An umgeldst: feine, gelbe Kristallnidelchen, Smp. 190-191° = unverindertes
Ausgangsmaterial. — Das IR.- und UV.-Spektrum [letzteres mit Maxima bei 385 (3,78), 325 (3,51),
255 (4,49), 220 (4,40) myu (loge) und mit schwacher Schulter bei 276 (4,25) sowie deutlicher
Schulter bei 237 (4,33) mu (loge)] sind im Theoretischen Teil (Fig. 1 und 2) dargestellt. Sie zeigten
vollige Ubereinstimmung mit den Spektren des von REICHSTEIN u. Mitarb. aus D. purpurea iso-
lierten gelben Pigments vom Smp. 184-188°17%).

CsH,,05 (Methyl-methoxyl-xanthon) Ber. C 75,01 H 5,03 0 19,979%,
(240,27)

C,6H,30;3; (Methyl-methoxyl-anthrachinon) Ber. ,, 76,18 ., 4,80 . 19,029,
(252,27) Gef. ,, 76,37; 76,09 ,, 4,76; 4,80 ,, 18,829,

Weisse Substanz = y-Sitosterin. Sie verhilt sich an AlL,O, etwas polarer als die gelbe Substanz.
Nach mehrmaligem Umldsen aus Me oder An wurden diinne Plittchen vom Smp. 142-150°

27) S. M. PARTRIDGE, Nature 764, 443 (1949).

%) J. SHiNoDA, J. pharmaceut. Soc. Japan 48, 214 (1928).

29) Dieses war erst mit 5-proz. eiskalter NaHCO4Losung, dann mit Eiswasser gewaschen und
hierauf iiber gegliihtem K,CO4 getrocknet worden.
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erhalten; [a]f = —42° 4 2° (¢ = 1,28 in Chf). Die durch lingeres Stchenlassen in Py-(Ac),O bei
20° bereitete Acetylverbindung schmolz bei 129-130°; [a]® = ~44° 4 2° (¢ = 1,11 in Chf). Die
in analoger Weise hergestelltc Benzoylverbindung schmolz bei 145-154°; [a]fy = —18° £ 2°
{c = 1,24 in Chf). Die Mischproben mit authentischem y-Sitosterin, seiner Acetyl- und Benzoyl-
Verbindung gaben keine Depression. Die IR.-Spektren des freien Sterins und seiner Ester stimm-
ten vollig mit denjenigen der authentischen Produkte iiberein.

IL. Chloroform-Extrakt. — 1) Isolierung der Bestandteile. — 15 g dunkel-griinbraun gefarbter
Chf-Extrakt, der bei der Aufarbeitung von 5 kg D.isabelliana-Blittern erhalten worden war,
wurde an 400 g Al;O4%) nach dem Durchlaufverfahren chromatographiert. Das mit Bz-Chf-(4:1),
-(3:2) und -(3:7) eluierte Material blicb amorph. Mit Chf wurden 3,3 g Substanz von der Sdule
gelost. Aus An-A 1,2 g Kristalle vom Smp. 175-196° = rohes Digifolein. Die mit Chf-Me-{99:1)
erhaltenen Fraktionen gaben nach dem Verdampfen im Vakuum 1,4 g. Aus An-A 175 mg Nadeln
vom Smp. 230-238° = rohes 14a-Digipronin. Chf-Mc-(49:1) eluierten 1,35 g Substanz. Aus An-A
465 mg zu Drusen vercinigte Prismen, Smp. 243-250° = rohes Strospesid. Die Eindampfriick-
stinde der Eluate mit Chf-Me-(19:1) wogen 0,9 g und enthielten nach Pchr [Bz-Chif-(1:1}/Pgl-W-
(4:1), mit KEpDE-Reagens entwickelt] neben Strospesid cine neue weniger polare Substanz. Aus
An-A zunichst grobe Kristalle von Strospesid, beim Eindampfen der Mutterlaugen 15 mg feine,
lockere Kristalle = Glykosid K.

2) Reintgung und Charakilevisievung dev isolievten Stoffe. — Digifolein (XTT). Umkristallisieren
aus Me-A gab kleine Prismen vom Smp. 183-198°; [«]# == — 214,5° 4 2° (¢ == 1,27 in Chf). UV.-
Spektrum (in Al): A, bei 310 mu (loge = 1,89; bercchnet auf MG. 504). Misch-Smp. mit authen-
tischem Digifolein¥®) (Smp. 170-197°): 170-198°. Im Pchr [Bz-Chf-(7:3)/Fmd] gleiche Lauf-
strecke wic authentisches Digifolein. Unser Prdparat enthielt nach Dchr (E) noch eine Spur
Lanafolein (XII1)39) und ctwa 109, Diginin (XV) als weitere Verunreinigung. Durch Chromato-
graphie an Kieselgel (fiir Chromatographie « MERCK», Korngrésse 0,05-0,20 mm) liess sich Diginin
vom Digifolein abtrennen: Diginin wird ndmlich von Chf, das !/,~1/,% Me enthilt, eluiert, wihrend
Digifolein sich erst mit Chf-Me-(99:1), -(49:1) und -(19:1) von der S&ule abldsen lasst. Das so
gereinigte Digifolein, das im Dchr (E) vollig einheitlich war, schmolz bei 184-203°; [a]p = — 208,8°
4+ 2° {¢ = 1,24 in Chf).

Diginin (XV). Aus An-A flache, kompakte Prismen (nach Dchr (E) voéllig einheitlich) vom
Smp. 165-185°; [y = —224,3° 4 2° (¢ = 1,28 in Chf), bzw. —166,6° £ 2° (¢ = 1,11 in Me).
Misch-Smp. mit authentischem Diginin?) (Smp. 161-185°): 159-183°.

14a-Digipronin (XITV). Aus An-A feine Nidelchen vom Smp. 234-240°, nach dem Umlésen
Smp. 237-240°; [a]%’ = —~43,3° 4+ 3° (¢ = 0,71 in Chf) und —72,8° 4+ 2° (¢ = 1,1 in Py). UV.-
Spektrum (in Al): 4, 290 mu (log ¢ = 1,61, berechnet auf MG. 520). Misch-Smp. mit authen-
tischem 14a-Digipronin3®) (Smp. 200-232°): 200-237°. Auch im Pchr (Chf/{Fmd) zeigte unser
Priparat vollige Ubereinstimmung.

Strospesid (X). Aus Me-A umbkristallisiert, zu Drusen vereinigtc Prismen, Smp. 248-253°;
lelf$ = +17,5° 4+ 2° (¢ = 1,66 in Me). Misch-Smp. mit authentischem Strospesid3!) (Smp. 251~
253°) ohne Depression.

CyH,4Oq (550,67)  Ber. C 6542 H 8,439  Gef. C 65,31 H 8,559
Die Acetylverbindung (7riacetylstrospesid) schmolz bei 229-231° (hochschmelzende Form).

Substanz K. Nach dem Umlésen aus An-A stieg der Smp. auf 257-264°; [o]f? = —38,1° 4 3°
(¢ = 0,681in Py). UV.-Spektrum: 4 215 my (log ¢ = 4,10, berechnet auf MG. 500). — Hydrolyse:
5 mg K wurden in 5 ml An-konz. HC]-(99:1) gelést und 7 Tage bei 20° stehengelassen. Nach Zu-
gabe von 5 ml W wurde das An im Vakuum entfernt. Die Aufarbeitung (mit Chf) gab 3,5 mg
Rohprodukt. Aus An-A 3 mg Prismen vom Smp. 253-268°. Rf-Wert im Pchr (Chf/Fmd) 0,52,
bezogen auf Gitoxigenin = 1,00. Die wisserige, mit Chf extrahierte Phase wurde mit frisch berei-
tetem Ag,CO, versetzt, lingere Zeit geschiittelt, filtriert und im Vakuum vollig eingedampft. Der

30) Wir danken Herrn Prof. R. TscHEscHE, Bonn, auch an dieser Stelle bestens fur die Uber-
lassung von Vergleichspriparaten.
31y Wir danken Herrn Prof. T. REICHSTEIN bestens fiir die Uberlassung einer Vergleichsprobe.
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Riickstand wurde in An gelost, durch wenig Al,O, filtriert und die klare Losung im Vakuum ein-
gedampit. Der rohe Zuckersirup zeigte im System Bu-Mik-(1:1)/Borsdure-Borax-Puffer??)
gleiche Laufstrecke wie Digitalose (aus Strospesid bereitet).

ZUSAMMENFASSUNG

Die durch Ausschiitteln eines aus getrockneten Blittern von Digifalis canariensis
L., var. isabelliana bereiteten wisserigen Auszuges mit Ather und Chloroform ge-
wonnenen Extrakte wurden einer eingehenden Analyse unterzogen. Im Atherauszug
konnten neben den bereits in der vorangegangenen Mitteilung beschriebenen Mono-
siden a, b und ¢ und den Cardenoliden Digitoxigenin (nicht isoliert) und Uzarigenin
die folgenden Substanzen kristallisiert werden: ein gelbes Pigment der Formel
C,6H 20, (Methyl-methoxy-anthrachinon ?), ein Gitoxigenin-Glykosid (= Substanz J),
dessen Konstitution nicht abgeklirt werden konnte, und y-Sitosterin. Letzteres ist
damit zum ersten Mal in einer Digitalispflanze nachgewiesen worden. — Aus dem
Chloroformextrakt liessen sich die Digitanol-glykoside Digifolein, Diginin und 14x-
Digipronin in Kristallen isolieren, wihrend Lanafolein, das nur in Spuren vorhanden
war, sowoh! papier- als auch diinnschicht-chromatographisch nachgewiesen werden
konnte. Ausserdem liessen sich zwei fiir D. isabelliana neue digitaloide Glykoside,
niamlich Strospesid und in sehr geringer Menge ein vermutlich unbekanntes Digitalosid
(= Substanz K) isolieren.

Pharmazeutisches Institut der Universitit Basel

32) M. T. Krauss, H. JAGER, O. ScHINDLER & T. REICHSTEIN, J. Chromatogr. 3, 63 (1960).

153. Stoffwechselprodukte von Mikroorganismen
43. Mitteilung?)

Zur Kenntnis von Desferrioxamin B

von H. Bickel, H.Keberle und E. Vischer
(11. V. 63)

Vor einiger Zeit haben wir mit andern Arbeitsgruppen aus Stoffwechselprodukten
von Actinomyceten eisenhaltige Verbindungen, die Ferrioxamine, isoliert?). Ein-
gehende Untersuchungen haben gezeigt, dass diese Produkte zu den Sideraminen,
einer grosseren, bisher wenig beachteten Gruppe von Naturstoffen, gehdren3).

1) 42. Mitt.: H. GERLACH & V. PRELOG, Liebigs Ann. Chem. 7963, im Druck.

2) H. Bicker, R. BossHArRDT, E. GAUMANN, P. REUSSER, E. VISCHER, ‘W. VOseR, A, WETT-
STEIN & H. ZABNER, Helv. 43, 2118 (1960); W. KELLER-SCHIERLEIN & V. PRELOG, Helv. 45,
590 (1962).

8) H. BickEiL, E. GAUMANN, W. KELLER-SCHIERLEIN, V. PRELOG, E. VISCHER, A. WETTSTEIN &
H. ZAuNER, Experientia 76, 129 (1960); H. ZAENER, E. BacuMaNy, R. HUTTER & J. NUEscH,
Path. Microbiol. 25, 708 (1962); V. PRELOG, Pure appl. Chemistry 7963, im Druck.





