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., [IS] A. HARTMANN, nicht publiziert. 

30. Die Glykoside der BlPtter von Digitalis obscura L. ssp. obscura l) 

von Kurt Huber imd Kuno Meyer 
(7. S. G.5) 

Digitalis obscura L. s sp .  obscura kommt im Osten \Ton Spanien (vom siidlichen Teil 
Kataloniens bis hinab zur Sierra Nevada) ziemlich verbreitet vor. In der Literatur [I] 
werden auch zwei Fundorte fur diese Digitalis-Art in Marokko angegeben. 

FrGhere chemische UnLerslacltungen. Diese Pflanze wurde erstmals von N o n r - L A  & 
LONZANO [2] auf ihren Gehalt an Glykosiden hin untersucht. Diese Autoren berichte- 
ten uber die Isolierung einer als cObscuraglykosid Q bezeichneten Substanz, die, wie 
weitere Untersuchungen [3] zeigten, keine positive LEGAL- und RAYMoNo-Reaktion 
gab und auch im UV. keine fur Cardenolide typische selektive Absorption zwischen 
215 und 218 nrn zeigte. 

Beschaffwlzg des Unlersuc~ungsmatcviaEs. Herr Dr. C. R. GAYIIANES~) hatte die 
Freundlichkeit, uns das Pflanzenmaterial auf der Sierra cte Mainh (Alicante) sammeln 
zu lassens). 

erfolgte mit 95-proz. Athanol. Der (im Vakuum) konzentrierte Auszug wurde mit 
einer w&iserigen Pb(OH),Suspension gereinigt, filtriert und im Vakuum vam Athand 
befreit. Die so gewonnene wasserige Glykosidlosung estrahierte man der Reilic nach 
erschopfend mit den in der folgenden Tabelle genannten Losungsmitteln. 

E&aktion i4-d V~r,frmmaau.nrr nip Fwtrakt inn dt=r ct o 1117fo;n y n  1 h lonnn R! ; ++,I---- 0-  .___I 

1) Zur Taxonomic siehe WERNER [ I  1. 
*) Wit danken Hcrrn Dr. GXVILANES (Las Palmas, Gran Canaria) bestens fur seine Hilfe brj dcr 

Beschaffung des Drogenmaterials. 
3) Als Sammelrlaten wurclen uns angegebcn: 13.5.1963, 26.6. 1963 und 14.12.1963. Dic Trock- 

nung tlrr Bliitter CTfOkgk t x i  45'. 



260 HELVETICA CHI~WCA ACTA 

Der folgenden Tabelle 1 Ikst  sich entnehmen, dass der grasste TeiI der herzaktiven 
Substanzen irn Chf-Alk-(4 : 1)-Extrakt enthalten ist. Ein Vergleich der Toxizitat von 
D. obscztra mit derjenigen des Internationalen D. puvpztrea-Standards zeigt, dass 
D. obscura etwa 2mal toxischer ist. 

Eine orientierende Untersuchung der einzelnen Extrakte rnit Hilfe der Pchr 5, gab 
das folgende BiId: 

Ae-Extrakt. Im System KAISER I [5] (absteigend, Laufstrecke der Front 40 cm) 
konnten rnit SbCl, 6 Substanzen nachgewiesen werden, wovon 2 im UV.-Licht eine 
hellblaue Fhoreszenz zeigten. Mit  KEnoE-Reagens [4] farbten sich nur 4 Substanzen, 
deren unpolarste einen dern Acetyldigitoxin (4) entsprechenden Rf-Wert aufwies. 

Tabelle 1. .4zrsbet&,k ax Rohexlrakte?~ aus 7,2 k g  Blulfiulver von D. obscura'l) 

Extrakt 5, Menge in g in yo Toxizitat .4nzahl 
mg/kg6) IC. 11.7)  

Ae 6,46 054 
[Soda-Auszug der Ae-Extrakte] [2.87, LO, 241 
Chf 7,12 0.59 3,5 f 0,s 1700 
Chf-AIk-(4: 1) 42.3 3,52 2.7 f 0,5 130nO 
Chf-.41k-(3 2) - 8 )  

D. obscuva (Blattpulver) 56 f 1 1 R 000 
D. purpuvea (Standard) 1Dh f 8 9 500 

Chj-Extr~akt. Im System KAISER I1 [5] (absteigend, 5 Std.), konnten rnit SbC1, 
etwa 8 Substanzen deutlich gemacht werden, wovon 6 im UV.-Licht eine hellblaue 
Fluoreszenz zeigten. Mit KEDDE-Reagens [4] bespriiht, biIdeten sie 3 langgezogene 
Flecke, deren Rf-Werte denjenigen der Lanatoside A (3), B (7) und E (12) entsprachen. 

C~f--Alk-(4:l)-Extrakt. Im System KAISER II [S] (absteigend, 31/2-t bzw. 21 Std.) 
liessen sich mit SbC1,&9 Substanzen sichtbar machen. Davon farbten sich 5 auch mit 
Xmm-Reagens [4]. Die Rf-Werte (Reihenfolge entsprechend zunehmender Polaritat) 
dieser Substanzen entsprachen denjenigen von Lanatosid A (3), Lanatosid E (l l) ,  
Purpureaglykosid A (1) und Lanatosid B (7) S), Glucogitaloxin (9), Purpureaglykosid B 
(5) und Glucogitorosid (8). 

1. Untersuchung des Ather-Extraktes. - Der mit verd. Sodalosung griindlich 
ausgeschuttelte Ae-Extrakt (Aufarbeitung der vereinigten Sodaauszuge siehe weiter 

Diese in Tab, 1 aufgefiihrten Angabcn bczichen sjch auf das am 1 .  6. 1964 gesammdtc Rlatt- 
material. 

Die Toxizitatsbestimmung (Methode nach HATCHER-MAGNUS an der Batze) wurtlc von tlcn 
Herren Drs. 8 .  HURLIMANN und H. P. BKCHTOLD in den Pharmakologischen Iziboratorien tIer 
F. HormAh-x-LA ROCHE & Co. AG., Easel. ausgefuhrt, wofiir auch an tlieser Stelle hcstcns 
gedankt sei. 
I<. 13. = Katzendosis. Dic in dieser Kolonne angegebenen Wertc. sind atif 1 .(1 kg ( !) Droge um- 
gerechnet. 
Dieser Extrakt war ICEDDE [4]-negativ und wurdc deshalb verworfen. 
Lanatosid B (7) hat praktisch den gleichen Rf-Wert wie t .  Im Ianatosid B lasst sich die 
O-Acetylgruppe durch verd. NH3-Losung leicht verxifen, wobei Purpureaglykosid B (5) rnt-  
steht. das sich in der Polaritat dann stark vom Purpurraglvkositl A (1) nnterschcictct. 

. * . .. , .. - .. , I .  1 .7 T?. .. ., . - ". ., 
~ D.. I...."-'..--D I"-.. -I.A. A'YLU'lY..b".a .". '..""-'b---."-I. "I . I .  
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unten) wurde zunachst durch Chromatographie an Sio, einer groben Aufteilung unter- 
zogen. Das erste Drittel der eluierten Substanz (z.T. als farblose, rotbraun, rot oder 
grun gefarbte olige bzw. arnorphe Fraktionsriickstiinde erhalten) war KmuE-negativ. 
Nach erneuter chromatographischer Auftrennung des aus den ersten Eluaten ge- 
wonnenen rotbraun hzw. rot gefarbten Materials lronnte ein (im DC einheitliches) in 
gelbroten, feinen Kadeln kristallisierendes Pigment vom Smp. 213-217" (Pigment 1) 
gewonnen werden. 

Aus den nachfolgenden ICEmx-positiven Fraktionen der obigen groben Aufteilung 
Iiess sich nach erneuter Chromatographie nur eine kristallisierte Substanz vorn Smp. 
152-162" gewinnen, die sowoh1 bei der Reaktion nach KEDDE [4] aIs auch mit 
Xanthydml 1171 eine Farbung gab (Cardenolid mit 2-Desoxyzucker) und im DC den 
gleichen Rf-U'ert wie Acetyldkgitaxin (4) hatte. Durch Verseifung mit verd. NH, 
[18!10) entstand aus dem Glykosid vorn Smp. 152-162" Digitoxin (nur im DC nach- 
gewiesen). Dabei wurde beobachtet, dass x- und j%Acetyldigitoxin sich im Rf-Wert 
(DC) zwar wenig, in der Farbung dagegen sehr deutlich unterscheiden (siehe Exper. 
Teil) . 

Rei der aben erwahnten groben chrornatographischen AufteiIung konnte nach der 
Eluierung des Acetyldigitoxins eine geringe Menge ekes KEnDE-negativen Produktes 
von der Saule gelost werden, welches nach erneuter Chromatographie Kristalle vom 
Smp. 241-246" gab (Subsfanz a) .  Weitere Angaben siehe weiter unten (Fermentierung 
des Chf-Alk-(4: I)-Extraktes). 

Die mit rater Farbe in verd. Sodaliisung loslichen Anteile des Ae-Extraktes (siehe 
oben) wurden nach dem Ansguern in Ae zuriickgeschiittelt. Das dabei erhaltene 
dunkelbraune Produkt war grosstenteils in An loslich. Der unlosliche Anteil (etwa 
lo?;) crwies sich irn DC als einheitlich (das in An loshche Material gab 7 Flecke und 
wurdc nicht  nPher untersucht) und durfte ein bisher in der Gattung Digitalis noch 
nicht beobachtetes Flavon (Pigwent 11) vorn Zers.-Punkt bei etwa 320" sein. Uber die 
Pigmente I UF i II soll spater in anderern Zusammenhang berichtet werden. 

2 .  Untersuchung des Chloroform-Extraktes. - Kach chrornatographischer 
Aufteilung liess sich nur ein kleiner Teil der Fraktionen [mit Chf-Me-(4: l)] kristalli- 
sieren. Die Kristallisate waren nach DC nicht einheitlich und konnten auch nach er- 
neuter Chromatographie an SiO, nicht in die einzelnen Komponenten zerlegt werden. 
Die Kristallfraktionen enthielten nach Pchr die Lanatoside A (3), B (7) und E (11). 
Nach liirgerern Einwirken von uerd. NH,-Losung bestand das Produkt nach DC aus 

lo) Zur Verseifung yon 0-Xcetytgruppcn. vor allem irn Zuckeranteil acetylicrter Glykoside, ist 
viclfach die von REICHSTEIN und Mitarb. rl9: angegebene Methode (KHCO, in wihserigem 
Methanol) wrwenclct worden. Sehr  verdunntes SH, wurtle yon den rum8nischen .\utoren llXl 
zur k erseirung tier kormylgruppc in tiitaloxigenin-C;lykosiden empfohlfn, wobci offenbar 
O-A4cetylgruppcn (im Zuckeranteil) nicht angegriffen wurclcn. \Tir fanclcn (siehc Exper. Teil), 
dass mit verd. NH,-Losung auch rlic in der 3~ Digitoxose-MoIekcl der Lanatoside befindlichc 
0-Acetylgruppe leicht und auf einfachere Weise als rnit IIHCO, verscift wird. Last man auf 
ein Gemisch, das nach DC ctwa aus gleichen Teilen des a- und ,9-Isomeren besteht, wrd,  NH, 
einwirken, so crscheint nach einer gewissen Zeit im DC nebcn Clem Fleck des Digitoxins (2) niir 
nUCh dcr cles P-.4cetyIdigitosins. nass tlas a-Isomerc (mil oxioler .-lcetoxygruppe) leichter rer- 
seift winl, erschcint wenig wahrschcinlich. I'nter dem Einfluss des verd. XH, konnte  aber die 
.%cylwanclerung [von C-3 (axiat) = a nach C-4 (aquatorial) = f l  siehe Formcl 41 vie1 rascher 
verlaufen als die Vcrscifung der Acetoxygruppe. 
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1 K = Is Rl = Gluc~y l  R, = H 
2 R = H  R , = H  R, = H 
3 R = AC R, = Glucosyl R, = H 
4 R = A c  R , = H  R, = H 
5 R = H Rl = Glucosyl R, = OH 

7 R = AC R, = Glucosyl R, = OH 
6 R = H  R , = H  R, = OH 

.. 
Digitoxose-Glucnse 

7% 

: Purpureaglykosid A [6] 
: Digitoxin [7] [S] 
: Lanatosid A [7] 
: Acetyldigitoxin [9] 
: Purpureaglykosid [6] 

: Lanatosid I3 [7] 
: G1toxin [lo] 

8 R = A c  R , = H  R, = OH : Acetylgitoxin-ill 
9 R = H R, = Glucosyl R, = OCHO : Glucogitaloxin 11.21 

10 R = H  R , = H  % = OCRO : Gitaloxin [lZ] 
11 R = AC R, = GhICOEyl  & = OCHO : Lanatosid E [14] 
12 R = AC Rl = H R, = OCHO : Acetylgitaloxin [IS] 
13 Ghcogitorosid [16] 

den Lanatosiden A (3) und B (7) sowie am den Purpureaglykosiden A (1) und B {S) 
[Verseifung sowohl der ForrnyL (an C-16) als auch z.T. der 0-AcetyIgruppe in der 
Zuckerkette]. - Aus diesem Glykosid-Gemisch liess sich dann das Lanatosid A (3) als 
einheitliches Kristallisat gewinnen. 

3. Untersuchung des Chloroform-Alkohol- (4 :1) -Extraktes. - Versucke z ~ l r  
Auftremurqg der Primarglykoside. Weder durch Verteilungschromatographie an Hyflo 
Supercel/Wasser als ruhender Phase und wassergesgttigtem Methylgthylketon oder 
Chloroform-Butanol-Gemischen als beweglicher Phase [ZO], noch mit wasserhaltigem 
SiO, und wassergesiittigtem Essigester [21] gelang es, einheitliche Kristallisate zu ge- 
winnen. Diese gaben alle im DC 2-3 FIecke, die ungefahr den Rf-Werten der Pur- 

Isolierwng der Subsfanz A .  Nur aus der Verteilungschromatogaphie mit Chioro- 
form-Butanol-Gemischen liess sich ein einheitliches, allerdings KEDDE-negatives 
Kristallisat vom Srnp. 207-214" gewinnen, das wir vorliiufig als Substanz A bezeich- 
nen. Diese gab eine positive Xanthydrol-Reaktion (auf 2-Desoxyglykoside) und liess 
sich auf fermentativem Wege in ein Desgluco-Produkt iiberfuhren, das sich im DC 
identisch mit der aus dem Ae-Extrakt isolierten Substanz a erwies. Die 1R.-Spektren 
der beiden Substanzen A und a zeigen keine signifikanten Unterschiede. Der Mehr- 

-,.-- ..-l-,l---:-l- h l < \  1 n I"' ' 
A_..- cI*J ...,--- .* ,., U l L U  u \&/ clllspr dLl lCl l .  
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gehalt an Glucose in Substanz ,4 hat keinen wesentlichen EinfIuss auf die Struktur des 
1R.-Spektrums. 

Da cine Auftrenaung der Pfimarglykoside, w k  eben erwahnt, crfolglos blieb, ver- 
suchten wir eine Aufteilung der Glykoside auf der Desgluco-Stufe zu erzielen. Die Ab- 
spaltung der endstandigen Glucose liess sich relativ leicht mit Fermentgemischen aus 
Schimmelpilzen l I )  durchfiihren. Den Fermentierungsansatzen wurden durcli Aus- 
schutteh mit Chf die Desgluco-Produkte entzogen, die je nach Drogenmuster zwi- 
schen 24 und 51°/n des ZUT Ferrnentierung eingesetzten Chf-Alk-(4: 1)-Extraktes aus- 
machten. Die hierauf durch Ausschiitteln der Ferrnentierungslosung mit Chf-Alk-(il: I) 
zuriickgewonnenen nichtferrnentierten Anteile betrugen zwischen 34 und 5 4 O / , .  Sie 
wurden nachfermentiert und gaben wiederum in Chf losliche Anteile, die irn DC 
praktisch dasseIbe Fleckenmuster zeigten, wie die aus den ersten Fermentierungsan- 
satzen erhaltenen Gemische der DesgIuco-Produkte. Bei gewissen Drogenchargen 
rnachten wir die Reobachtung, dass unter Rerucksichtigung der hei der Fermentierung 
abgespaltenen Glucose (Purpureaglykosid A j .  Digitoxin + Glucose) die Snmme der 
durch Chf und Chf-Mk-t4: 1) ausschiittelbaren Anteile kleiner war als die Menge des 
jeweils zur Fermentierung eingesetzten Materials [Chf-Alk-(4 : 1)-Extrakt]. Diese 
averlusten machten 3,6% (Fehlergtenze) bis 37% aus und entsprachen jewcils den 
durch Eindampfen der w&serigen Phasen erhaltenen Trockenriickstanden. Es han- 
delte skh demnach bei diesen overlusten, - wenn man von der Glucose absieht - urn 
Material, das nach (oder infolge) der Fermentierung nicht mehr ausschuttelbar ist. 
Tab. 2 illustriert an einem Beispiel diese Beobachtung. 

Tabelk 2. Desgluco-Produkfe urtd a b'evlztsleu xach .Fern?e~l?eruug de5 Chf-Alk-(d:  l)-Extruktes 

Chf-.41k-(4: 1)-Extrakt Chf-.\uszug Chf-.\Ik-(4: 1)- Im W'asser GIucoseIz) Verlust 
.iuszug verblieben 

in g in g in :o in g in 7; in g in :& in 7; in :h 

1. Fermcntierung 13,2 5,70 43.3 4.84 36,s 2.70 20.5 ln .2  10,3 
1. Nachfcrmentierung 1,S4 1,27 26,2 2 .3  47.6 I,& 25,7 6.2 193 
2. Nachfermenticrung 2.3 0,40 17,5 2.24 54,O 0.66 28,7 1,l 24.6 

Eine verdorhene hogencharge 13) gab auffallenderweise einen Chf-i\lk-($ : 1)- 
Extrakt, der nach Fermentierung und hufarbeitung die geringsten cTerluste1) (3,676) 
zeigte. 

,411s Tab. 2 ist 11. a. auch crsichtlicli, dass bei der Sachfermentierung jeweils weni- 
ger Desgluco-Produkte gebildet n-erden, und dass prozentual auch die AnteiIe an 
~ V c I m - l n o t ~ ~  ,t ,,-~mnL--.- ...... _... 

- 

12) 

131 

IVir Inoclittw aurh an rlicscr Stcllc tler Firma l < u H h i  S: €1 \AS,  G m + H . ,  L)arinstsrlt. fur das m i s  
uberlassenc Xlustcr tlicscs Enzympraparates bcstcns dankcn. Sach Angaben der gcnannten 
Firma cnthalt das nls Praparat E. 1.. 33-63 bczeiclincte Ferrnentgemisch Pclrtinasen, CdluIascn 
und antlcre /?-Glucosidasun am Schiminelpilzkulturen (\~'irkungsoptimnin lxi  pM 4-5,s). 
Ilic 3Iengc r l w  abgcspaltencn Glucose wurde auf der Basis PurpureagIykosirl .-\ (MG. 927) 4- 
1)igitosin (MG. 765) t (;lucos:c (MG.  16ii) hurcctmvt. 
1 3 i e x  war in aiigcschirnineltein und fcuchtctn Zustantl cingciruiien. Sac11 .\uslrscn dcr ittn 

meisten vcrdorbcncn Anlcile murde cler Rest ljei 4 j a  getrocknet. wobei einc stark braun Re- 
IarMe Dmg: resulticrtc. 
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Die im Wasser verbliebenen, nicht mehr ausschuttelbaren Anteile {= nVerluate D) 
waren KEDDE-negativ. Die Priifung auf 2-Desoxyzucker (Digitoxose) mit Xanthydrol- 
Reagens gab kein eindeutiges Resultat, da das gepriifte Material stark gefarbt war. 
Im Pchr und im DC liess sich Glucose leicht nachweisen. Sie konnte ausserdem in 
Form des kristallisierten Phenylosazons isoliert und charakterisiert werden. Digitoxose 
war weder im Pchr noch irn DC nachweisbar. Die beobachteten aVerluste# konnen 
somit nicht allein durch die Abspaltung der Glucose erklart werden, sondern miissen 
eine andere Ursache haben. Dass unter dem Einfluss des Enzympraparates grossere 
Zuckerreste, wie z. B. Digilanidobiose, abgetrennt werden, ist unwahrscheinlich, da 
dieses Disaccharid durch das vemendete Fermentpraparat sehr rasch in Glucose und 
Digitoxose gespalten wird. Da zudem der Hauptteil der rnit Chf-Alk-t4:1) aus- 
schiittelbaren Glykoside nach DC ein Gemisch der Purpureaglykoside A und B und 
der Lanatoside A, B und E darstelIt (siehe weiter unten), konnen die aVerluste, auch 
nicht dadurch erklart werden, dass Glykoside rnit mehreren Glucoseresten ursprung- 
lich vorgelegen hatten. 

Urn hier einen gewksen Einblick zu gewinnen, wurde versucht, die Glucose quanti- 
tativ zu bestimmen. Dazu wurden die eingeengten Wasserphasen (der augeschiittel- 
ten Fermentierungsansatze) verwendet. Sie stellten einen stark gdbbraun gefarbten 
Sirup dar. Mit den fur den Glucosenachweis spezifischen Testpapieren (ULILLY Tes- 
Tape,), wie sie zur Glucosebestirnrnung im Harn verwendet werden, konnte ein 
Glucosegehalt von leur rund loo& (bezogen auf den Trockenruckstand) ermittelt wer- 
den. Mit der Methode nach FEHLIKG (Ausfallung von Cu,O) enthielt der Trocken- 
ruckstand demgegenliber 60°& an reduzierenden Stoffen (ah Glucose berechnet). Ob- 
wohl mit dieser Methode auch andere reduzierende Stoffe erfasst werden, ergibt sich 
trotzdem noch ein averlust IP von 40°/: 14). 

Aufarbeitung der durch Fermentierung gewonnenen Desgluco-Produkte. - 
1. Isolierung ‘uon Digitoxin (2). Nach Chromatographie an SiO, Iiess sich aus einer 
Reihe von Fraktionen [mit Chf-Me-(4 : I)] nicht ganz reines Digitoxin (2) gewinnen, 
das aber nach erneuter Auftrennung an SiO, vollig rein erhalten werden konnte. 

2. Issolierung v m  GitraEoxin (10). Bei der eben unter 1. erwahnten SO,-Chromato- 
graphie waren Digitoxinkristallisate erhalten worden, die im DC rnit SbC1, nur einen 
schwach blau fluoreszierenden Fleck gaben, dessen Rf-Wert identisch mit dem des 
Digitoxins war. Im Pchr (System KAISER I [5]) hingegen liess sich neben ehem im UV. 
nicht fluoreszierenden Fleck (Digitoxin) ein schwacherer, durch eine polarere und hell- 
blau leuchtende Substanz hervorgerufen, feststellen. Durch praparative Pchr konnte 
das polare Produkt in papierchromatographisch einheitlichen Kristallen vom Smp. 
256-260” gewonnen werden. Es erwies sich beim direkten Vergleichls) als Gitaloxin 
(10). Nach dem Verseifen mit verd. NH, rly pntqtpnd daranc Citnuin !A! 

3. Isolierung zlon Gitoxin (6) und Anveicherung dcs Glykosids GX.  l m  Anschluss an 
das Gemisch Digitoxin-Gitaloxin wurde ein weiteres Gemisch zweier KEDDE-positiver 

14) Nach Abschluss dieser Untersuchungen wurde mit einern Belegmuster eines nichtfermentierten 
Chf-.Alk-(4: 1)-Extraktes die PEHLING’SChe Probe ausgefiihrt, die stark positiv ausfiel. Fur eine 
quantitative Bestimmung der reduzierenden Bestandtcile reichte die zur Verfugung stchende 
Menge dcs Musters leidcr nicht mehr aus. 

15) Wir danken Herrn Dr. F. KAISER, C. F. BOEHRINGER & SOKh’E, GZIBH. Mannheim, bestens fiir 
die uberlassung dieser und einer Rcihe weiterer Proben von Digitalisglykosiden. 
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[!I] Substanzen eluiert. Die im DC nach dem Bespruhen mit SbC13-Losung erhaltenen 
Flecke dieser beiden Substanzen zeigten im UV. die fiir Gitoxigeninglykoside charak- 
teristische hellblaue Fluoreszenz. Durch praparative DC liess sich das unpolare 
Produkt rein erhalten und als Gitoxin (6) identifizieren. Die polarere Substanz mit 
Gjtoxigenincharakter - vorlaufig als GX bezeichnet - konnte nicht frei von 6 erhalten 
werden. Eine Identifizierung auf Grund des Rf-ITertes im DC war nicht moglich. 
Von den bekannten Gitoxigeninglykosiden, die im DC polarer als Gitoxin sind und 
ahnliche Rf-Werte wie die Substanz GX haben, kommen nur Strospesid [22] und 
Verodoxin [23] in Frage. Beim direkten Vergleicli mit diesen Glgkosiden zeigte sich 
aber, dass die Substanz GX deutlich polarer ist. Gitoxigeninglykoside, die eine Einheit 
Glucose mehr besitzen, wie z. B. Digitalinurn verum [lo] [24: :22';, Glucoverodosin [25j 
usw. kommen rz priori in Wegfall, da bei der Fermentierung die endstaindige Glucose 
abgespalten worden ware. Abgesehen dawn  sind diese Elucopradukte im DC wesent- 
lich polarer als GX. 

4. Nachweis von AcebyEdigitoxk (4) und AcetyEgitaEoxi~ (12). Diese beiden Glykosidc 
wurden bei der Chromatographie der durch Permentierung gewonnenen Dcsgluco- 
Produkte als erste KEnDE-positive [5; Substanzen \*on der Si0,-Saule eIuiert uncl 
waren s e h  schwer m n  dernsie begleitenden Digitosin abzutreneen. Bei einem durch 
Nachfermentierung gewonnenen Gemisch von chloroformloslichen Desgluco-Produk- 
ten (siehe Tab. 2) konnte nach erneuter Chromatographie an 50, ein Kristallisat ge- 
wonnen werden, das nach DC (in zwci verschiedenen Systemen) einheitlich zu sein 
schien, nach Pchr (System KAISER I is]) dagegen 2 Substanzen enthielt, deren Rf- 
Werte denjenigen yon Acetyldigitonin (4) und Acetylgitalosin (12) entsprachen. 
Wegen Substanzknappheit wurde auf eine Auftrennung dieser beiden Glykoside im 
praparativen Pchr verzichtet. Nach Verseifen einer kleinen Probe mit verd. XH,- 
Losung konnte sowohl im DC als auch im Pchr Digitosin (2), Acetylgitoxin (8) und 
Gitoxin (6) nackgewiesen werden. Der Xachweis von Acetgldigitoxin (4) und -4cetyI- 
gitaloxin (12) in den durch Ferrnentierung des Chf-Alk-(4 : I)-Estraktes gewonnenen 
Produkten ist indirekt auch ein Beweis dafiir, dass in der Pflanze die Lanatoside 4 (3) 
und E (11) enthalten sind. Diese Lanatoside konnten auch im Chf-Estrakt nachge- 
wiesen werden (siehe oben). 

5.  Isolierung uon Substanz u. Aus den mit Chf extrahierbaren Anteilen dei. 2. 
Nachfermentierung (siehe Tab. 2) eines Chf-.41k-(4 : 1)-Estraktes konnte nach der 
Chromatographie an SiO, ein einheitliches Kristallisat \-om Snip. 241-246" iind 
[K], = - 23" erhalten werden, wdches im Pchr und im DC sehr polar war (wesentlich 
polarer als Gitoxin) 16) : Substanz a. Die gleiche Substanz war auch irn Ae-Extrakt 
(siehe Exper. Teil) aufgefunden worden. Sie stellt ein 2-Desoz;yglykosid (positive 
IkuA.c.II  yI,,L,IuL, L L u I .  ELI ~~d~ I I I ~ ~  1; i i w i y x  gewonnene LucKerteil entmelt 
nach DC und Pchr neben Digitosose nach einen weiteren, polareren 2-Desoxyzucker 
(positive Xanthydrolprobe), der bisher aber noch nicht identifiziert werden konnte. 
Der Aglykonanteil bestand nach DC aus mindestens 4 Substanzen. Er wurde nicht 
weiter untersucht. - Die Substanz a zeigt im UV. nur Endabsorption. Damit kann es 
sich bei diesem Glykosid nicht urn ein Cardenolid handeln. Auch die KEr)DE-Reak- 
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16) Substanz a kommt in der Pflanzc - \vie obon bercits en\-ahnt - in genuincr Farm als Glucosido- 
Verbindung (= Substanz A) YOI. 



tion [5] fie1 negativ aus. Ila die Digitatiolglykoside - wenigstens die bisher aufge- 
fundenen - im Bereich von 300 nm selektive Absorption zeigen, durfte die Substanz a 
auch nicht dieser Stoffklasse angehoren. Dass es sich schliesslich urn ein Saponin 
handeln konnte, ist auf Grund des 1R.-Spektrums wenig wahrscheinlich, da diesem 
die fur Saponine typischen Banden fehlen. Das Molekulargewicht mrde rnit rund 7VO 
ermittelt. Die Elementaranalyse passte auf die Bruttoformel Ca8HWOl1. 

Der cine Yon uns (K. H.) dankt dein STWENIXENFONDS ZUR UNTERSTUTZUNC VOA 1)OKTORAS- 

DEN AUP DEM GEBIETE DER CHEMIE fur daS ihm gcwahrte Stipendium. Dem SCHWEIZBRISCHEN 
NATIONALPONDS danken wir fiir einen Beitrag an die liosten dieser Arbeit und Frl. SIGRID SPENGEL 
fur ihre gewissenhafte und sorgfaltige experimentelle Mitarbcit. 

Experirnenteller Teif 
Alle Smp. sind aul dem KOFLER-BLOC~ ks t immt  uncl korrigiert. Fchiergrenzc b k  200". f 2", 

daruber 3". Zur Saulenchromatographie rvurdc mcist ICieselgel (SiO, ~ M E R C K  t, U,05-0,2 mm) 
verwendet. 

Abkiirzungen: Ac,O = Xcetanhydrid. AcOH = Eiscssig, Ae = Diathylather, AIk = :4thanol, 
An = Aceton. Bz = Benzol. Bu = n-Butanol, Chf = Chloroform, Di = Dioxan, DC = Dunn- 
schichtchromatagraphie oder Diinnschichtchromatogramm+ Fmd = Formamid, ICmnE-( +) bzw. 
-( - )  = ICEDm-positiv bzw. -negativ, Fr = Fraktion(en), Me = Methanol, Mek = Methyl-athyl- 
keton, ML = eingedampfte Mutterlauge(n1. Pchr = Papi~rc~roma-tographie baw. Papierchromato- 
gramm, Pe = Petrolather, Pn = n-Pentan. RV = Rotationsverdampfer, SbCI, = 20-proz. SbCl, 
in Chf. Py = Pyrirlin, To = Toluol, Tr. = Tropfen. UV. fur DC und Pchr = UV.-Licht von ca. 
350 nm, W = Wasser. 

Extraktlon der Blgtter. - Beispiel : 1,2 kg lufttrockcne, staubfein gemahlene Bliitter wurdcn 
rnit 2 1 Alk aufgeschlammt und 1 Std. untcr gelegentlichem Riihren im Wasserbad bei 60* stehen- 
geIassen. Hierauf wurde noch warm durch eine rnit Hyflo Supercel gedichtete Nutsche filtriert, die 
Blattpulverschicht sorgfaltig abgehoben und diese rnit 1,5 1 frischem blk wie bei der ersten Ex- 
traktion ausgezogen und durch dieselbe Nutsche filtriert. Dieses Verfahren wurde so lange wiedcr- 
holt, bis ilas extrahierte Blattpulver nur noch sehr wenig bitter schmecktc (was nach 7-9 Es- 
traktionen der Fall war). Die einzelnen Filtrate aurden gesondcrt im Vakuum trei SO" eingccngt 
(der crste Extrakt auf etwa 200 rnl, die spateren jeweils a u f  etwa 50 ml) und vereinigt. Der total 
etwa 600-700 ml betragende. dunkelgrun gefarbte, etwas viskose Extrakt aurde mit 600-700 in1 
einer Aufschlammung von frisch (aus 1 ,3  kg Bleiacetat-trihydrat) gefalltem und mit kallem Wassur 
neutral gewaschenem Pb(OH), versetrt und 30 Mio. geschiittelt. Hierauf wurde durch eine !nit 
Hyflo Supercel gedichtete Nutsche filtriert, dcr Pb(OH),-Niederschlag rnit 300 ml 50-proz. Alk 
nachgewaschen, der Filterriickstand abgehoben. in 500 ml 50-proz. Alkohol aufgcschl8mmt. 
15 Min. geschiittelt, abgenutscht u n d  noch 2mal mit 80-proz. 41k in gleicher Wcise ausgczogcn. 
Die vereinigten Filtrate (etwa 3.5 1) wurden mit verd. H,SO, auf ein pH von 5,8 gebracht und iin 

RV bei 40" und etwa 12 Torr vom .4lk befreit (Endvolumen 700-800 ml). Dic wasserige Glykosiil- 
hisung wurde nun im Scheidetrichter 8mal mit j e  1.5 1 Ae, 6mal rnit je 1 1 Chf, 7-9mal rnit jc 1 I 
Chf-.41k-(4: 1) (bis KEDDE-( - )) ausgeschuttelt. [Die mit Chf-Alk-(3 : 2) extrahierte Substanz war 
KEDDE-( -).I AIle .4usziige passierten der Reihe nach noch 3 Scheidetrichter. die je 150 ml W ent- 
hielten, und wurden dann iiber Na,SO, getrocknet, filtriert und im Vakuum eingedampft. 1)ie 

Die rot gefarbten, wsserigen Soda-Busziige wurden nsch dem XnsBuern rnit verd. H,SO, mit .\c 
erschopfend extrahiert und die Ae-Phasen nach Waschen rnit U' und Trocknon iibsr Na,SO, utiil 
Filtrieren im Vakuum eingedampft. Der dabei erhaltene Ruckstand enthielt das Pigment 11 
(siehe weiter unten). uber die aus den verschicdenen Ausschiittelungen erhaltenen Ausbeotc3n 
orientiert ein in Tab. 1 im Theoret. Teil wiedergegebenes Beispicl. 

Untersuchung des Ae-Extraktes. - 1,'oYtwnwxg duvch Chromaiogvaphic ail SiO, . Ein niit 
verd. Ns,CO,-Ldsung ausgeschuttelter Ae-Estrakt (Trockengcwicht 12,3 g) wurcic ubcr cine mil 
Pe-Bz-(l: 1) bcreitstc SiO,-Saule (300 g) chromatographiert (Fr zu 100 ml). In 67 Fr konnten total 
l l , 3  g (91%) der eingesetzten Substanzmenge wieder von der SBule cluiert werden. - Die niit 
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I)c-Bz-(l: 3) gswoiincncn Elnatcgabcn d i  1ng Kligen. farbluwn Einrlanip~rijckslet111. rki- lktiLix-[ - ) 
war und nicht weiter untcrsucht wurde. Das hierauf mit I'c-Rz-(l :G), Bz. C.hZ uiid Chf-Lle-(9: 1) 
eluierte, ebenfalls KEDDE-( - ) Material war rotbraun bzw. griin gcfarbt, wog fig0 m g  und enthiclt 
Pigment I (siehe weiter unten), Reim weiteran Durch\vaschcn der Saulc init Chf- lb(9:  1) konntr. 
im ganzen 9,s g KEDDE-( -+ ) Material erhalten wertlcn. Mit dem glcichcn LiSsungsinittclgcinisch 
Lessen sich hierauf noch 640 mg Substanz eluieren. dic I<EDIX-( - ) war : cnthielt dic Substanz a 
(siehe weiter unten). Die folgenden rnit Chf-JIc-(4: I )  und Me gemonnenen Fr  cntliielten ebcnfalls 
nur KEDDE-( - ) Material. das nicht naher untersucht wurtle. Die KEDDE-( + ) Pr-Riiciistiinde 
zeigten im DC jeweils mehrere Flecke. 

Lolierung VOPT Pignse=t I. Die oben crwahnten, das Pigment I cnthaltcndcn Fr-Kiickstandc 
(680 mg) der Gross-Chromatographie wurden nochrnals an SiO, aufgcteilt. Au5 den Fr rnit Bz-Pc- 
(7 : 3) konnte eine kleine Menge ciner in gclbroten Nadeln kristallisierenden Substanz vom Smp. 
213-217a isoliert werden. Weitere kleine Mengen clicses Farbstoffes licssen sicli nur auf folgcntlc 
Weise gewinnen: die ML wurden auf einer kleincn SiO,-S%ule so lange rnit ChT-Bz-(3 : 7) entwickclt, 
bis der gelbrote Farbstoff als isolierte Zone gut abgegrenet war. Nun wurde das Durchwaschen 
unkrbrochen, das SO, vorsichtig ausgestossen, die Farbstoffzone abgetrennt und diese mit 
Chf-Me-(3 : 1) eluiert. Es konnten so im ganzen nur 17 mg des Pigrnentes I gewonnen werden. Dic 
Acetylverbindung bildet hellgelbe Nadelchen \-om Smp. 130-1 32". 

Isdieievwng von Acctyldigilorin (4).  Der erste KEUDE-( + ) reagierende Eindampfriickstdnd 
(2.6 g) der Chf-Me-(9: 1)-Eluate der obigen Gross-Chromatographie wurdc nochmals in 44 Fr an 
50, aufgeteilt. Aus der 37. Fr [mit Chf-Me-(99: 1); konnten Kristalle geivonnen werrlen, die nach 
dem Uml-n aus Me-Ae 42 rng-Xidclchen vnm Srnp. 192-162' gabm. Im D C  [System~Chf-Rfc- 
(9 :1)] nur sin Fleck. der den gleichen Rf-Wert wie Acetyldigitoxin sufwies. Nach Verseifen init 
verd. NH, liess sich irn DC ein polarerer Fleck rnit dem Rf-Wert dcs Digitoxins nachwcisen. ])as 
isolierte Acetyldigitoxin stellte ein Gemisch von r- uncl&Acetyldigitoxin dar. Unterschcidung dcr 
beiden Digitoxine im DC: wird die Platte [Rillengl& [26] langsam erhitzt, so 1st der auftretendc 
Flcck in seinem oberen Teil violett (~-Xcetyldigitoxin), irn gleich daran anschliessenden unteren 
Teil (u-Acetyldigitoxin) braun gefarbt. Beim weiteren Erhitzen gehen die beiden Farben in ein ein- 
hcitliches Graublau iiberl'). Wir haben das aus D. obscuva isolierte Acetyldigitoxin-Gemisch nach 
STOLL Br KRets [9] in das u- und B-Isornere getrennt: das B-Acetyldigitoxin (feine Nadeln) schmolz 
bei 230-245' [die Mischprobe mit authentischer Substanz 17) bci 225-242'. die Mischprobc niit clcm 
oc-Produkt bei 150-170' ; das cr-Acetyldigitoxin (rechteckige, klare Quadern) schrnolz bei 208- 
220°]. - Wird 0,5 mg des Mischkristallisates, in 2 Tr. Chf und 2 Tr. Me gel8st, mit 1 Tr. IN NH,- 
Losung versetzt und in kurzcn Zeitabstanden im UC kontrolliert, $0 lasst sich in  diescni schliesslich 
neben Digitoxin nur noch ~-~4cetyldigitosin nachweiscn. 

Isolzerurag der Subsican2 a. Das rnit Chf-;Me-(9: 1) bci dcr obigen Gross-Chroinatographie 
elluerte KEDDE-( - ) Material (640 mg) wurde noc.hrnaIs an einer SiO,-Saule aufgetrennt. Die aus 
den Fr mit Chf-Me-(19:1) und -(9:1) gewonnenen Eindampfriickstande gaben aus An-Mc I22 tng 
fcine Nidelchen vom Smp. 207-210" (rohe Substanz a). Durch praparative Pchr wurde analog 
wie bei der Isolierung des Gitaloxins (siehe u-eiter unten) reine Substanz a vom Smp. 241-246" 
erlialten. Weitere Einzelheiten iiber diescs F'rudukt siehe wcitcr untcn (Fcrrnentierung dcs 
(:hf-Alk-(4: 1)-Extraktes). 

Isolicritng vo)r Pigmerrl If. Die aus den SodaauszGgen der -1e-Extrakte gewonnene braungelbe 
Substanz myurde mit An versetzt, das einen grossen Teil der farbenden Bestandteile aufnahm und 
ein gelbgriines Pulver ungelost zuruckliess. Dieses konnte in vie1 Chi-.Me in Losung gehmcht wer- 

stichiges kristallines Pulver aus. Smp. ca. 320' (Zers.). Die Acetylverbindung - in Py-rZc,O be- 
rcitet - gab nach Zmaligem Urnlosen aus Essigester hellgelbe, feine ?j$delchen, Srnp: 214-218". 

Untetsuchung des Chf-Extraktes. - 15.9 g Chf-Extrakt (aus 2.35 kg Blattpuher) wurtlen 
an 300 g SiO, in 69 Fr aufgeteilt (Fr zu 100 ml). Zum Entwickeln dcr Chromatographic dientc zu- 
nachst Chf-Bz-(l: 11, Chf-Bt-(3: 1 ) .  Chf und Chi-Me-(99: 1) bzir. -(49: 1). Erst yon der 21. Fr init 
('hf-Me-(24: I) an wurden nach dern Verdampfen dcs Liisttngsmittels RiiulirtHnde crhaltcn. Aus 
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l') Herrn Dr. A. VON WARTECRG. SANDOZ AG., Bascl, dankun wir fiir dic Uberlassung VOR a- und 
B- Acetyldigitoxin-Proben. 
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24 Fr [bis Chf-Me(4: l)] licssen sich im ganzun etwa 8 g Substanz gcwinnen, die 2.T. ein griin, z. T. 
ein braun geflrbtes 81 darstellten. Dic ersteren warm eindeutig KEDDE-( - ), did spateren KEDDE- 
( ?). Aus diesen Fr konnten keine Kristalle gewonnen werden. Sic wurden nicht mehr weiter unter- 
sucht. Die Fr 48-54 [mit Chf-Me-(4:1)] gaben nach dem Verdampfen 3,7 g Substanz, die cindcutig 
ICEODE-( + ) war. Aus den Fr 50-53 konnten total 1.26 g Kristalle gewonnen merden, die nach dcni 
DC mehrere Substanzen enthielten. Eine erneute Aufteilung an SiO, gab 0,59 g eines liristallisates, 
das irn DC [System Chf-Me-(9:l)j nur noch 2 Flecke. im Pchr (System KAISER I) dagcgen 3 Fleckc 
gab, dcren Rf-Werte denjenigen der Lanatoside A, B und E entsprachcn. Dass diese GIykosidc in 
diesem Mischkristallisat wirklich vorlagen, liess sich wic folgt beweisen: 0,48 g des Mixhkristalli- 
sates wurden in 8 ml Me und einigen Tr. Chf gelijst, mit 2,5 ml einer wasserigen 1~ KH,-Liisung 
vcrsetzt und l'j, Tage bei 20" stehengelassen. Das Reaktionsgemisch wurde hicrauf mit W ver- 
dunnt, das Me im Vakuum cntiernt, die wher ige  Usung mit Chf-.Uk-(4: 1) extrahiert, dicses iibcr 
Na,SO, getrocknct. filtriert und eingedarnpft. Der erhaltenc Ruckstand gab im DC 4 Flecke. deren 
Rf-Werte denjenigen von Lanatosid 4 und B und Purpureaglykosid A (aus Lanatosid A cntstan- 
den) und Purpureaglykosid 3 (aus Lanatosid B und E entstanden) entsprachcn. 

Isolierung v m  Lanalosid A (3). Bei der chromatographischen Aufteilung dieses 4-IComponcn- 
tcn-Gemisches an 15 g 50, liess sich lediglich a u s  einern Teil der Fr mit ChC-Me-(19: 1) etn einheit- 
lichcs Kristallisat (73 mg) gewinnen, das bei 238-243" schmolz und identisch mit Lanatosid A (3) 7, 

war. 

Untersuchung des Chf-Alk-(kl)-Extraktes. - Vrrsuche zur ~4z?ffren~trlr?tg der Pri#!u:- 
gEyRosids. - 1. Durch Vcrteilungschromatographie an niit W (1 : 1) beladenem Hyflo Supcrcel als 
stationarcr und mit W-gesattigtem Mek als rnobiler Phase [ZO] konnte keine Auftrennung erzielt 
werdsn. A11e Fr enthielten nach DC praktisch dasselbe Gcmisch von mindestens 4 KEDDE-( + ] 
Subsstanzcn. 

2. Eine Vcrteilungschromatographie an ICieselgel rnit 12.5% W als s t a t i o n h r  untl W-ge- 
ssttigtern Essigester als mobiler Phase [21! ergab cine teilweise Auftrennung das Gemisches, wobei 
aber immer Mischkristallisate erhalten wurden, die auch nach erneuter analoger Verteilung nie zu 
einheitlichen Substanzen fiihrte. Zur Priifung auf Einheitlichkeit im BC bewahrte sich.am bcsten 
die organische Phase cles Gemisches von Chf-Me-Bz-W-(6: 3 : 1 : 1). Die Rf-Werte der Flecke ent- 
sprachen jeweils ungefahr denjenigen der Purpureaglykoside h und B. 

3. Isoliwung VOR Subsdm2 A .  I3ei einer wie unter I .  durchgefiihrten Vcrteilungschromato- 
graphie. wobei W-gesattigte Chf-Bu-Gemische als mobile Phase verwendet wurdcn, liess sich eben- 
falls keine vollige -4uftrennung der KEDDE-( i- ) Substanzcn ersielen, dagegen gelang es, cin in Me 
sehr schwer losliches KEDDE-( - ) Rristallisat zu isolieren, das nach DC einheitlich war. Aua 
Me-Chf feine Nadelchen: Substanz A ,  Smp. 207-214"; [u]g = - 22.4" [c = 1,124 in Chf-Me-(1: l)], 
Enzyrnatische Spaltung: 10 rng in 4 ml W + 1 rnl An + 0,l ml Me suspendiert, rnit 2 mg Enzym- 
praparat E. L. 33-63") versetzt und 16 Std. bei 37"stehengelassen. Danach war im DC neben dern 
Fleck der sehr polaren Substanz "-2 der Fleck der weniger polaren Substanz a deutlich sichtbar. 

4. Schliesslich wurde noch versucht. durch praparative DC eine Auftrennung der Bestandtcile 
dcs Chf-Alk-(4: 1)-Extraktes zu crzielen. Da die gewandorten Zonen zu nahe ancinander lagen, 
blieb auch dieser Versuch erfolglos. 

Fermenlutive SpaIhmg des Chf-.4Ik-(4: 7)-Exirakks. 13 g Rohextrakt wurden mit 400 ml 11: 
unter Erw*rirmen erst mit 100 mt An, dann rnit 8 ml Me versetzt. wodurch erst vollige Lijsung 
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W). Nach Zugabc von 20 Tr. Toluol wurde unter gelegentlichem Urnschwenkcn bei 37' stchengc- 
lassen. Schon wcnige Minutcn nach der Enzvmzugabc wurde die Liisung trttbe und nach einigen 
Std. bildete sich ein weisser h'iederschtag. der sich mit der &it vermehrte. In regelmassigen Ab- 
s t h d c n  murden kleine Praben der Fermentierungshung im DC [System Mek (mit W gesattigt)! 
untersucht. wobei die den Desgluco-Rodukten entsprechenden Flecke standig griisser wurden. 
Nach 4 Tagen wurden nochmals 110 mg Enzym (in etwas W gelbst) zugegeben. Nach total IOtggi- 
gem Fermentieren war der urspriingliche pH-Wert von 5.5 auf etwa 4.4 abgesunkcn. Obwohl nach 
tlicser Zeit noch nicht alle Glucosido-Produkte gespalten waren, wurde dic Losung im Vakuum Lcj 
50' auf etwa 200 ml eingeengt, zunachst erschopfend mit jeweils 250 ml Chf und dann noch griind- 
lich rnit Chf-Xlk-(4:1) extrahiert. Die mit W gewaschenen und iiber Na,SO, getrockneten organi- 
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schen Phasen wurden filtriert und im Vakuum zur Trockne gebracht. Erhaltcn wurden: 4.49 g 
Chf-Extrakt und 5,25 g Chf-Alk-(.C: 1)-Extrakt. [Die in Chf-Alk-(4: 1) loslichen Anteile gaben 
nach crneuter Fermentierung wicderum mit Chf extrahierbare Desgluco-Produkte, die nach DC 
dassclbe Substanzgemisch wie nach dcr 1. Fermentierung enthielten. Sie wurden zum Nachwcis 
yon ..\cetyldtgitoxin (4) und Acetplgitaloxin (12) beniitzt (siehe weiter unten) .] 

Me erschopfencl mit Chf und Chf-.llk-(4; 1) cstrahierte wiisserige Lbsung der Enzymspaltung 
murde im RV bei 12 Tom und 50-60" zum Sirup eingedarnpft (enthielt 3.26 g Trockenriickstand). 
Reduiiert FEKLINC'SC~~ Ltisung. - Kachweis der Glucose als Phenylosazon : eine Probe des Sirups 
(entsprechend 200 mg Trockensubstanz) murtle rnit der Lijsung von 0.8 g Phenylhydrazin-hydro- 
chlorid uncl 1,L g krist. Na-acctat 10 Nin. auf Clem Darnpibad erhitzt. Der nach dem Abkiihlen 
erhaltcnc Niederschlag wurdc abfiltriert und aus 41k urnkristallisiert : feine. gclbe Nadelchen vnn 
Clucosephenvtosazon. Smp. 203-20.5". ~ l-crsuch zur annahernd quantitativen Ermittlung dcs 
Glucosegehaltcs: aliquote Anteile cles Sirups entsprechend jeweils 115 mg Trockenriickstand wur- 
den mit PEHLINc'scher Losungl8) gekocht. das ausgeschiedene Cu,O bis zur Gew.-Iionstanz gc- 
gliiht untl gewogen: 52 mg bzw. 53 mg CuO (159 mg CuO entsprechen 180 rug Glucose). 

Hydrolysevevsztche: a) eine Probe des Sirups [entsprechend 700 mg Trockenruckstand) murde 
in 15 ml O , ~ N  H,SO, 90 Min. auf 80-85" erhitzt. Durch husschuttcln mit Chf liessen sich 1.5 mg 
eines braunen. amorphen Ruckstandes gewinnen, der KEDDE-( - ) war und dcslialb nicht weiter 
untersucht wurde. - b) Eine meitere, gleich grosse Probc des Sirups wurcle in analoger Weise, wic 
u-nter a] ~schrichen,-mit~-!!)~proz, H~SO,-hydralgs~.iert untl gab -2Omg- mit-GhI cxtrshierbares 
~ C E ~ D E - (  - Xatcrial. 

Unterauchung der Desgluco-Produkte. - 1. IsolieruMg uon Digifoxin (2). 5,6 g Chf-Extrakt 
(aus der Fermentierung) wurden an 120 g SiO, chrornatographiert. n ic  Fr 1-8 (mit Chf) cnthicltcn 
39 rng KEDDE-( - ) Material, dic F r  9-28 {mit Chf-Me-(W: l ) ,  -(49: 1) -+ untl -(19: I)] gaben 1 ,U g 
KEDDE-( - ) Substanzcn, die Fr 29-58 [mit Chf-Me-(9: 1) und - ( 4 :  1)]-4.2 g KEDDE-( +) Ruckstanrle. 
Die weiteren Fr (bis reines Me) eluierten nur noch wenig Substanz [KEDDE-( ?) j .  Die einzelnen Iir 
wurden in .4n gelost und zur Kristallisation eingeengt. Aus den Fr 33-38 konnte ein Kristallisat 
(288 mg) gcwonnen werden. da.. im DC. [System Ch[-Me-(9: 1) den Rf-Wert des Digitoxins besass 
und fast einhcitlich war. Durch erneute Aufteilung an 4,s g SiO, konntcn aus den ersten F r  172 mg 
vollig reines Digitoxin vam Smp. 240-264" erhalten tverden; [rjz = + 15,s" (c = 1,361 g in Chf 
mi t  O.5-proz. Alk). Auch das spcktrale Verhaiten (im UV. und IR.) untl dic Laufstrecke im Pchr 
(System KAISER I [j]) zeigte vollige Ubereinstirnmung mit Digitoxin. 

2. I s u l i ~ m n g  von Citaabxiw (10). Die Eindampfriickstandc drr bei wictlerholtcr chromntographi- 
schcr Aufteilung von uncinheitlichem Digitoxin an SiO, crhaltenen (spsteren) Fr, gaben im DC 
nach Bespriihen mit SbCI, und Erwarmen den fiir Digitoxin typischcn Fleck, der aber (im Untcr- 
schicd zum reinen Digitoxin) im UV. ausserdem eine hellblaue Fluoreszenz aufwies (Gitoxigenin- 
derivat). Die IsoIierung dieser Clem Digitoxin anhaftenden Yerunreinigung wurde rnit Hilfe der 
praparativen Pchr rvie folgt durchgefiihrt: 18 cm breitc und 48 cm lange Papierbogen (WHATMAN 
Nr. 1) wurden 3maI durch cine Lasung von Fmd-An-(I :4) gezogen und 15 Min. hangengelassen. 
Hierauf wurden 106 rng Digitoxin-Mischkristallisat in 2 ml Clif getost, unrl diese Losung als Band 
uber die ganze Startlinie von 10 impragnierten Papierbogen gleichmiissig vertcilt. Entwicklung 
absteigend im System KAISER I [Xylol-Mck-(l: 1). gesattigt mit Fmd]. Laufzcit 21/, Stcl. Pu'ach 
Trockncn der Papierbogen bei 100' (10 Sfin.) wurclen aus diesen schqale Kontrollstreifen jeweils 
an aen Kanuern unu in ner iviirze herausgescnnitten, mir x n i 3  besprulit unti erhitzt. ~n Hancl(1ic- 
scr Kontrollstreifen wurden die Papierchromatogramme markicrt. Die das Digitoxin cnthnltentle 
Zone (unpolarste) soivie die etwas polarere Zwischenzone wurden vcrworfcn. Die polarste Zone 
wurclc herausgcschnitten. die einzelnen Streifen in kleine Schnitzel geschnittcn untl dicse 16 Stcl. 
bei 0' in W geweicht. Der Papierbrci murde clann 4maI mit Chf ausgezogcn. Die Chf-Losungen 
wurden zur Entfernung des Fmd noch j e  3maI rnit 100 ml 11' ausgeschiittelt, ijbcr Na,S04 pc- 
trocknet und im Vakuum verdampft. Der Riickstand wurde nochmals in gleicher Weise an 2 Bogen 
irnprlgniertem Papier aufgetrennt. Uas dann crhaltene Rohprodukt war im Pchr einhcitlich und 

18) Diese Methocle der Glucoscbestimmung ist natiirlich nicht spczifisch und gibt zurlem nur 
approximativc Werte. Ilic Vcrgarungsprolw mit Backcrhcfc ist spezifisrher. versagte abcr im 
vorliegcnden Fall. 
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gab aus An-Pe 9 mg vollig reines Gitaloxin; Smp. 256-260". Die Mischprobe mit authentischem 
Gitaloxin15) (Smp. 249-253") schrnolz bei 252-258'. Verseifung einer kleinen Probe mit verd. NN, 
gab Gitoxin (6), das als einheitlicher Fleck im DC nachgewiesen wurde. 

3. Isulaerwng VON Gifor iR (6) dcnd Nachweis einer polurerm Substunz GX. Die Kristallisate aus 
den Fr 44-48 der obigan Chromatographie waren nach DC praktisch identisch, aber nicht einheit- 
lich. Sie enthielten zur Hauptsache eine unpolare Substanz, die im DC nach dem Bespriihen rnit 
SbCI, und Erwarmen einen irn UV. lebbaft hellblau fluoreszierenden Fleck [27] rnit dem Rf-Wert 
des Gitoxins gab. Die das Gitoxin enthaltenden Kcistallisate (91 mg) wurden mit 6 ml Chf-Me-(19: I) 
versetzt, erwarmt und von den schwer loslichen Anteilen abfiltriert. Filtrat und Filterruckstand 
waren nach DC praktisch identisch. Trotzdem wurden nur die loslichen Anteile an 2 g SiO, 
chromatographiert, wobei keine Auftrennung des Gemisches errielt werden kannte. - Praparative 
DC: 50 mg des Gernisches wurden jeweils als Band auf 5 Kieselgelplatten [Schichtdicke 1,0 rnm 
enthaltend 0.5% Leuchtpigment LS Super (RIHDBL-DP HA%N AG.)] auf der S tar th ie  aufgc- 
tragen. Die Entwicklung erfolgte im Sptem Chf-Me-(9: 1). Nach dem Trocknen der Platten wur- 
den im UV. die auf hellgriin leuchtendem Grund dunkel erscheinenden Bhder (Zanen) markiert. 
Das obere Band (= Gitoxin) wurde herausgeschabt und das Kieselgel 2mal rnit Chf-Ma-(1:l) 
eluiert. (Zwischen dem unteren und oberen Band wurde eine breite, die anderen Zonen etwas iiber- 
lappende Mittelzone intakt gelassen, urn die in der oberen Zone enthaltene Substanz mijgIichst 
einheitlich zu erhalten.) Das Eluat der oberen Zone wurde aus Me-Chf kristallisiert und gab 7 mg im 
DC v6llig cinheitliches Gitoxin ; Smp. 268-273": Miscbprobe rnit authentischem Gitoxin 268-274". 
Auch die Rf-Werte im Pchr stimmten rnit diesem vlillig uberein. - Das aus der unteren Zone iso- 
li&e Material en th ie t t~~ur  Hauptsache die potareresu bstmleX.  

Fermetzlievwngsverswh dev Lamtoside A rsnd B. Je 1 mg Lanatosid A und B wurden unter den 
gleichea Bedingungen fermentiert wie der oben beschriebene Chf-Alk-(4 : 1)-Extrakt. Die Ferman- 
tierungsprodukte enthielten nach DC nur die Acetylverbindungen der Desglucolanatoside X und B 
(= Acetyldigitoxin (4) und Acetylgitoxin (8)). 

Nackweis voa A celyldi@&%xan (4) und Ac8lylgilaloxin (12). Als Untersuchungsmaterial wurden 
die 2,3 g Desgluco-Produkte (in Chf llisliche Anteile) venvendet, die durch Nachfermentierung des 
Chf-Alk-(4: 1)-Extraktes (= 4,84 g, siehe Tab. 2)  der 1. Fermentierung (siehe oben) erhalten ww- 
den waren. Durch Chromatographie an 25 g 50, wurde das Gemisch in 32 Fr aufgeteilt. Aus dem 
Verdampfungsriickstd von 2 Fr [mit Chf-Me-(%S :3,5)] konnten aus An 18 mg IClistalle erhalted 
werden, die nach DC in verschiedenen Systemen einheitlich zu sein schienen. Irn Pchr (System 
KAISER I) gaben diese Kristalle aber 2 Flecke, deren Rf-Werte denjenigeo des Acetyldigitoxins (4) 
und Acetylgitaloxins (12) entsprachen. Das durch Verseifung einer Probe des Mkchkristallisates 
in verd. wsserig-methanolischem NH, erhaltene Produkt gab irn DC (System Chf-Me-(9: 1)) und 
Pchr (System KATSER I) Flecke, deren Rf-Werte denjenigen des Digitoxins (2) und Acetylgitoxins 
(8) bzw. Gitoxins (6) eutsprachen. 

IsoIisruNg von StdwfaPzz a nach Fmmentisrwg. Nach Chromatographie an SiO, des Chf- 
Auszugs (0.4 g) der 2. Nachfermentierung (2.3 g, siehe Tab. 2) l i e s  sich nach Eindarnpfen VOR 4 Fr 
[Chf-Me-(lg: I)] 53 mg einer im DC einheitlichen Substanz gewinnen, die aus An-Me 36 mg kine 
Nldelchen vom Smp. 20441 0" gab. Durch erneute chtomatographische Aufteilung konnte 
echliesslich der Smp. auf 241-246' gebracht werden. [u], = - 23" [ E  = 1,OO in Cbf-Me-(1 : 1)J. Die 
Molekulargewichtsbestimmung (in An, Einwaage ca. 1 mg) mit dern MECHROLAB Osmometer gab 
den Wert 697 & 45. 

&,H,O,, (684,B) Ber. C 63.14 H 8.92 0 28.04OL Gef. r. fiq I ?  w R 127 0 97 . 71 0' ," 

-~ ~~ 

ZUSAMMENFASSUNG 

Am den getrockneten Blattern von Digitalis obscwa, deren Toxizitat (an der 
Katze nach HATCHER-MAGNUS) a n d  2mal hiiher ist als die des Internationalen 
D. $ur#ureu-Standards, konnten die folgenden ugenuinen Glykoside isoliert werden : 
a- und &Acetyldigitoxin sowie Lanatosid A. Ein beim Ausschiittlungsverfahren ge- 
wonnener Chloroform-Alkoho1-(4 : l)-Extrakt, der rund 70% der Gesamttoxizitgt in 
sich vereinigte, wurde auf enqmatischem Wege partiell ahgebaut. Danach kannten 



die folgenden Desgluco-Produkte in Iiristallen isoliert werden: Digitoxin, Gitoxin, 
GitaIoxin, Acetyldigitoxin und hcetylgitalosin. Damit kann das rnit Hilfe der Papier- 
chromatographie in den Blat tern wahrscheinlich gemachte Vorkommen der Lanatoside 
A, B und E, des Glucogitaloxins, der Purpureaglykoside h und I3 sowie des Gluco- 
gitorosids als gesichert gelten. 

Ein als Begleitsubstanz des Gitoxins auftretendes vorlaufig als GX bezeichnetes 
Gitoxigenin-( ?)-glykosid konnte nur stark angereichert erhalten werden. Es liess sich 
nicht mit einem bekannten Glykosid identifizieren. 

Da Digoxigeninglykoside in Digitalis obscwu nicht nachgewiesen werden konnten, 
nirnmt diese in bezug auf die chernisclie Zusammensetzung ihrer Glykoside eine Mittcl- 
stellung zwischen D .  purpuvm L. und D. lnnata EHRH. ein. 

Neben den genannten fur DigitaEis-Arten typischen Inhaltsstoffen wurden zwei 
unbekannte Llykoside isoliert , die nicht zu den Cardendid- und wrmutlich auch 
nicht zu den Digitanal-Glykosiden oder den Saponinen zu zahlen sind. Sie werden 
vorlaufig als Substanz A bzw. Substanz a (Desgluco-Produkt von A)  bezeichnet. 
Substanz a ist rnoglicherweise identisch mit Clem t Ohscuraglykosid o yon NOVELLA CY: 
LONZANO [Z]. 

fjber die in D. obscwm aufgefundenen - zumindest fur die Gattung Digitalis - 
neuen Pflanzenpigmente wird in anderern Zusammenhang ausfiihrlich bcrichtet 
werdenf9). Pharmazeutisches Institut der rniz.ersitAt Base1 
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31. Synrhese und pharmakologische Eigenschaften 
einiger Pyridyl-pyrazol-5-one 

von J. Buchi, P. Fabiani, H. U. Frey, A. Hofstetter und A. Schorno 
(7. S. 6 5 )  

A. Einleltung. - Seit KSORR [l] im Jahre 1883 das Afiti$y~in@ (l-Yheny1-2,3- 
dimethyl-pyrazol-5-on) hergestellt und damit ein Antipyreticum von ausgezeicbneter 
Wirkung gefunden hat, ist eine Vielzahl von Pyr~ol-5-on-Derivaten synthetisiert 
worden, von denen allerdings nur wenige eine Bedeutung als Arzneirnittel erlangt 
haben, so die folgenden Antipyretica und Analgetica : 

R, : 
T -H :\ntipyrin(*' (HOECHST) 

,CHa ' I1 -CH Larodon@ (ROCHB) 
'CH, 

111 -hT(CH,), Pyramidon@ (€3 OECHST) 

IT -NH-SO,Xa MeIubrinB (H OECHST) 

1- -s-so,pia NoValgin@ (HOECHST) 
I 

CH, 

Cr, 
VI VII 
Tcnaginql (BHIERSDORF) Piperylon (SANnOZ) 




