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136. Die Glykoside der Blatter von Zsoplexis isabelliana (WEBB) MA SF.^) 
3 .  Mittcilung2) 

von Hellmut Freitag, Sigrid Spengel, Horst H.A.Linde und Kuno Meyer 

(12. V. 67) 

Isoplexis isabelliana (WEBB) MASF. (Kurzbezeichnung I .  isabelliana), die nur auf 
der Insel Gran Canaria vorkommende Art des Kanarischen Fingerhuts, ist erstmals 
von B R E T ~ N  & GONZALEZ [4] chemisch untersucht worden. Diese Autoren hatten im 
Blattextrakt nach saurer Hydrolyse papierchromatographisch Digitoxigenin (27) ,  
Uzarigenin (5),  Xysmalogenin (9 )  und b-Anhydro-uzarigenin (7) nachweisen und 
als einzige kristallisierte Produkte das zuletzt genannte Butenolid sowie das Disaccha- 
rid Digilanidobiose (29) erhalten konnen. REES et al. [l] isolierten nach Fermentierung 
des Chloroform-Alkohol-(4 : 1)-Extraktes, der die Hauptmenge der herzaktiven Stoffe 
enthalt, 7 krist. Cardenolidglykoside : TJzarigenin-2-desoxosid (= Monosid a)  15, 
Digitoxigenin-digitoxosid (Evatromonosid) (= Monosid b) 25, Uzarigenin-digitoxosid 
(= Monosid c) 34, Digitoxigenin-glucomethylosid (= Monosid e) 46, Digitoxigenin- 
allomethylosid (= Monosid f) , Digitoxigenin-gulomethylosid (= Monosid g ) ,  Moizosid 
h (unbekanntes 2-Desoxosid). Versuche, die diesen Monosiden entsprechenden genui- 
lien Glucosido-Verbindungen zu isolieren, schlugen fehl. 

In der vorliegenden Arbeit wird die Auftrennung der genuinen Glykoside des 
Chloroform-Alkohol-(4 : 1)-Extraktes 3, beschrieben. 

1.  Isolierung der genuinen Glykoside. - Durch praparative Dunnschichtchro- 
matographie (DC) an Kieselgel (50,) und durch Saulenchromatographie an mit Was- 
ser impragniertem SiO, [5] liess sich aus dem fruher beschriebenen Rohkristallisat 
AK I [l] (das nach Dunnschichtchromatogramm (DC) praktisch nur 2 Glykoside 
enthalt) eine als Glykosid ct A )) bezeichnete, im gewohnlichen DC einheitlich erschei- 
nende krist. Substanz gewinnen. Aus den Mutterlaugen des AK I konnten durch 
Verteilung an wasserhaltigen SiO,-Saulen die folgenden KE~~E[6]-positiven krist. 
Substanzen (Reihenfolge gemass steigender Polaritat) isoliert werden: J, aG )) (= G 4 
K3")), B, aCa (= C, + C2), E, D und M. 

2. Isolierung der Monoside und Aglykone. - Einige der den Primarglykosiden 
zugrundeliegenden Monoside wurden aus dem AK I und aus dessen Mutterlaugen 
nach vorangegangener Fermentierung durch chromatographische Auftrennung ge- 
wonnen, wobei noch Monoside und Aglykone erhalten wurden, deren zuckerreichere 
bzw. zuckerhaltige Verbindungen bei der Aufteilung der Gemische der Primarglykoside 

Fur diese Art des Kanarischen Fingerhuts ist fruher [l] [2] die Bezeichnung Digitalis cana- 
riensis L., var. isabelliana (WEBB) LINDINCER verwendet worden. Die hier benutzte Nomen- 
klatur ist der Arbeit von WERNER [3] entnommen worden. 
2. Mitteilung: [ Z ] .  
Eine grossere Menge dieses Extraktes war uns in freundlicher Weise von der Firma F. HOFF- 
MANN-LA ROCHE & Co. AG., Basel, zur Verfugung gestellt worden, wofur wir auch an dieser 
Stelle bestens danken mochten. 
Nicht identisch mit dem fruher [Z] als (I Substanz Ko bezeichneten Produkt. 
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nicht gefasst werden konnten. Es waren dies die Monoside k und 1, sowie die KEDDE- 
negativen Substanzen ((HFl)), (tHF20 [= HF2a + HF2b], HF3, HF4 sowie HF5. 

3. Charakterisierung und chemische Untersuchung der genuinen Glykoside4). - 
- 3.1. Glykosid ((A )) (1) mit Smp. 300-302" bzw. 294-304" zeigte [a]: = - 51,3" 
(Pyridin). Die Xanthydrol-Reaktion [7] war positiv. Im normalen DC wurde nur ein 
einziger Fleck erhalten, im AgN0,-DC5) ausserdem noch ein sehr schwacher Fleck 
einer etwas polareren Substanz. Die Acetylverbindung 2 schmolz bei 214-220" und 
zeigte [a]: = - 24,6" (Methanol). Das nach enzymatischer Abspaltung6) von Glucose 
aus dem Glykosid ((A)) gewonnene Monosid <(a)) (15) (Smp. 235-241') gab im DC 
nur einen Fleck, im AgN0,DC neben einem Hauptfleck (= Monosid a,) 16 noch 
einen schwachen Fleck einer polareren Substanz (= Mowosid a,) 18. Durch Chroma- 
tographie an AgN0,-Si0,-Saulen [9] konnte das Monosid ((a)) in die einheitlichen 
Monoside a, und a, aufgetrennt werden. Bei der sauren Hydrolyse gab das Monosid a ,  
Uzarigenin (5) und D-Canarose (20) [lo], das Monosid a, Xysrnalogenin (9) und D- 

Canarose. Daraus folgt, dass die beiden (im Mengenverhaltnis von etwa 9: 1) im Glyko- 
sidgemisch ((A)) enthaltenen Diglykoside A,  (3) und A ,  (4) sich nur im Steroidanteil 
voneinander unterscheiden und das namliche Disaccharid als Zuckerbestandteil ent- 
halten. Nach milder saurer Hydrolyse des Glykosids ((A)) konnte neben den Geninen 
Uzarigenin und wenig Xysmalogenin das neue Disaccharid Cawarobiose (11) in Kri- 
stallen vom Smp. 217-223" und [a]: = + 12,l" (Endwert in Wasser) erhalten werden. 
Canarobiose liess sich auch aus dem AK I gewinnen. Dieses besteht fast ausschliess- 
lich aus den Glykosiden ((A)) und ((C,. Letzteres ist (siehe weiter unten) Uzarigenin- 
glucosido-digitoxosid (32) und enthalt noch wenig Xysmalogenin-glucosido-digi- 
toxosid (33). Der aus AK I gewonnene Zuckerteil besteht somit aus Canarobiose und 
Digilanidobiose [20] . Diese beiden Disaccharide lassen sich relativ leicht voneinander 
trennen, da unter den Bedingungen der Glykosidspaltung Canarobiose besonders 
leicht in das Methylglykosid 13 ubergeht. Dieses kann durch Chromatographie von 
den iibrigen Zuckerbestandteilen abgetrennt werden. Aus 13 liess sich durch milde 
Hydrolyse reine krist. Canarobiose gewinnen. - Der oben erwahnte 2-Desoxyzucker 
~-Canarose7)  ist inzwischen von ZORBACH [ l l ]  synthetisiert worden. Wir haben aus 
dem Monosid Q a )) nochmals eine grossere Menge dieses 2-Desoxyzuckers gewonnen 
und daraus das 2,4-Dinitrophenylhydrazon 21 E, sowie das fi'-Nitro-diphenyl-p-sul- 

Die Besprechung der einzelnen mit Buchstaben bezeichneten Substanzen erfolgt aus prakti- 
schen Griinden in der Reihenfolge des Alphabetes. 
Mit Ag-Salzen bilden ungesattigte Verbindungen lockere n-Komplexe, die polarer sind und 
sich dann meist in ihren Rf-Werten starker unterscheiden als die ungesattigten Verbindungen 
selbst und vor allem als die sie begleitenden gesattigten Verbindungen [8]. 
Der Firma ROHM & HAAS GmbH., Darmstadt, danken wir auch an dieser Stelle bestens fur 
die Uberlassung von Enzympraparaten. Die nahere Spezifikation dieser Fermentgemische ist 
im exper. Teil angegeben. 
In der friiheren Mitt. [l] iiber die Glykoside von 1. isabelliana ist dieser Zucker erstmals nur 
als Sirup, spater [lo] dann auch aus I .  canariensis in Kristallen erhalten worden. 
Herr Prof. W. ZORBACH, Georgetown University, Washington, D.C., hat uns mit Brief vom 
5 5.1966 mitgeteilt, dass die von uns aus I .  isabelliana isolierte Canarose und ihr 2,4-Dinitro- 
phenylhydrazon sowohl im Misch-Smp. als auch im Papierchromatogramm vollige tfberein- 
stimmung mit synthetischer Canarose [ll] und mit deren 2,4-Dinitrophenylhydrazon ergeben 
haben. Wir danken Herrn Prof. ZORBACH auch an dieser Stelle bestens fur diesen Vergleich. 
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H 

2 Acetylverbindung des 
Glykosids ,,A" 
F214-220°(-24 Me)') 

4 Glykosid A2") 

RO 

5 [R=H)Uzarlgenin 7 
F 230 -246O(+14 Me)[l3] 

6 [ R=Ac) F 267O 8 
(+a cnf) C131 

C G j  11 
4 

12 

13 
OR 

Enzyrn 

(R=H)p-Anhydro- 9 (R=H)Xysrnalogenin 
uza rigeni n F 253-259'(+17 Me) [16] 
F263-'265O(-3OChf) [I41 F223-246'[+17 Me)9) 

( R=AC) F175 0-180Q(-27 Ch f )  [15] 10 [ R=Ac) F 250 -255' 
(-16 Chf) [I61 
F 259 -'266°(-10Cilf?) 

( R= R'= H ) Ca na ro bi ose lo) 
F 217-223'(+12W) *) 

(R=R'=AC) F 166-175'(-1 Chf)g' 

(R=H i R'=CH3) F 194-200°(+40 Me) (+28 W)  9, 

(R=AC; R'=CH3) F139-14Z0(+46 ChF)') 

20 D-Canarose + D-Glucose 

Ac = CH,CO-. Die Zahlen in runden Iilammern geben die spez. Drehung in den vermerkten 
LBsungsmitteln 11) an. 

fonylhydrazon 22 [12] hergestellt. Letzteres wird in besseren Ausbeuten als 21 gewon- 
nen, ist aber leider nicht sehr stabil und wird beim Umkristallisieren z. T. zersetzt. 

3.2. Glykosid B (23), Smp. 262-266", [MI: = - l , O o  (Methanol), ist Xanthydrol- 
positiv. Die Acetylverbindung 24, Smp. 235-237", [MI: = + 17,3" (Chloroform). Beim 
enzymatischen Abbau entsteht das Movzosid b (25), das fruher [l] mit Digitoxigenin- 
digitoxosid (= Evatrornortosid [17]) identifiziert werden konnte. Milde saure Hydro- 
lyse von 23 gibt Digilanidobiose (29) als Zuckerbestandteil. 23 ist somit Digitoxigenin- 

8, Siehe exper. Teil. 
lo) Die Verknupfung der Zucker ist nicht bewiesen, sondern in Analogie zu 29 formuliert. 
11) Abkurzungen fur Losungsmittel siehe Einleitung zum exper. Teil. 
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1 Glykosid , ,A'  
Enzym 1 

15 Monosid ,,a' +Glucose 
F235-247 
(-29 Me) 11 1 

CH3 

16 ( R = H )  Monosid a1 
F 232-235O 
(-24 Me) 

17 (R=Ac) 
F 265-270° 
(-12 C h f )  ') 

i 
5 +20 

18 ( R = H )  Monosid a2 
F228-232' 
(-26 Me) ') 

19 (R=AC) 
F 264-270° 
(-18 C r ~ f ) ~ )  

i 
9 +  20 

CH3 

20 D-Canarose 
F 100-103° 
(+NO An)(+20 W) [lo] 
F 92 -99O9) 

21 2,4-Dinitro- 
phenyl hydrazon 
F 132 -132,5" [ll] 
F 132 -134' ') 

22 p'-Nitro-diphenyl- 
p-sulfonylhydrazon 
F105-113°9) 

glucosido-digitoxosic!. Vor kurzern haben KAISER et al. [18] ein Glykosid gleicher 
Zusamrnensetzung aus Digitalis lanata EHRH. isoliert. Dieses erwies sich als identisch 
rnit unserem Praparat 12). 

3.3. Glykosid ((Co (30),  Srnp. 230-245", [GC]? = - 14,9" (Methanol), Xanthydrol- 
Reaktion positiv, gibt im normalen DC nur einen Fleck, im AgN0,-DC dagegen ne- 
ben einern Hauptfleck noch einen sehr schwachen Fleck einer polareren Substanz. 
Die Acetylverbindung 31 vom Smp. 214-217" zeigte [R]: = + 15,4" (Chloroform). 
Bei der enzymatischen Hydrolyse wurde aus dem Glykosid aCa neben Glucose das 
Monosid ( ~ C B  (34) erhalten, das nach Smp. und DC identisch mit dem fruher beschrie- 
benen Monosid c [l] war. Im AgN0,-DC gibt Monosid (cc ))nebeneinern Hauptfleck einen 
sehr schwachen Fleck einer polareren Substanz. Durch Chromatographie an AgN0,- 
Si0,Saulen [9] liess sich ((CR in die einheitlichen Mofloside c1 (35) und cz (37) auftren- 
nen. Milde saure Hydrolyse gab aus Monosid c1 Uzarigenin (5) und Digitoxose (39), 
und aus Monosid c2 Xysmalogenin (9) und Digitoxose. Das binare Gemisch des Glyko- 

12) Herrn Dr. F. KAISER, Forschungslaboratorien der C. F. BOEHRINGEK & SOHNL SMBH., Mann- 
heim-Waldhof, danken wir auch an dieser Stelle bestens fur die Uberlassung von Vergleichs- 
praparaten. 
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23 (R=H) Gvkosid B 
F.262-266"(-1 Me) [I81 

24 I R=Ac) F.235-237O(+17 Chf) 

RO # 
H 

27 ( R=H)Dlgitoxigenln 
F250°(+19 Me) [I91 

28 ( R=Ac) 
F220°(+19Chf) [13] 

+Glucose 

25 (R=H)Monosld b 
[=Eva trornonosid) [I71 
F 210-274"(-15 Me)  [l] 

26 (R=AC) 
F219-222'(+13 Chf ) [ l ]  

CHO 

kqj 
CH,OH 

29 Digilanidobiose 
F229-230°(+30 W) [20] 

sids ((C)) (30) enthalt somit als Zuckerkomponente nur Digilanidobiose (29), die durch 
milde saure Hydrolyse von 30 in Kristallen gewonnen werden konnte. 

3.4. Glykosid D (40), Smp. 290-295", [a]: = - 22,6" (Pyridin), Xanthydrol-Probe 
negativ, gab bei der Hydrolyse rnit einem sehr aktiven Fermentpraparat (siehe exper. 
Teil) Uzarigertin (5) sowie Fucose (42) und Glucose und rnit Strophanthobiase [22] 
zur Hauptsache das Desglucoprodukt 43. Ein direkter Vergleich des Glykosids D mit 
Cheirosid A [23] (= Uzarigenin-glucosido-fucosid) 13) ergab vollige ubereinstimmung. 

3.5. Glykosid E (44), Xanthydrol-negativ, Smp. 255-261", [a]: = - 4,O" (Metha- 
nol), gab die kristallisierte Acetylverbindung 45 vom Smp. 165-174" rnit [a]: = 

- 23,7" (Chloroform). Vorsichtiger enzymatischer Abbau von 44 gab Glucose und 
das Monosid e (46), das identisch rnit dem fruher [l] beschriebenen Monosid e (= Digi- 
toxigenin-glucomethylosid) war. Durch langeres Einwirken eines aktiveren Ferment- 
praparates (siehe exper. Teil) erfolgte vollige Hydrolyse zu Digitoxigenin sowie Glu- 
cose und Glwcomethylose. Das Glykosid E erwies sich beim direkten Vergleich als iden- 

13) Herrn Prof. T. REICHSTEIN, Basel, danken wir bestens fur die oberlassung zahlreicher Ver- 
gleichssu bstanzen. 
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tisch mit dem vor kurzem 17on KAISER et aZ. [25] aus Digitalis Zavzata EHRH. isolierten 
Digitoxigenin-glucosido-glucometh y losid 12) 14). 

CH3 

OH 

33 Glykosld C;! 
(nicht isoliert) (n ich t lsol iert) 

F241-244O(-17 Me) [ I1  
F 221 -230 ''1 

5+9+29 

35 (R=H) Monosld C1 

36 [R=AC) 

F 221 -22609) 

F250-253'1+8 Chf) [I1 

CH3 
39 0-Digitoxose + 5  

F108-110°(+38 Me)[211 

37 ( R=H) Monosid C2 
F.231-236 ' (-16 Me) ') 

38 (R-AC) 
F,244-250"(+7 Chf)" 1 H30@ 

39+9 

14) Dieses Praparat sollte bei 216-223' schmelzen [25 ] ,  zeigte aber auf unserem KOFLER-Block 
den Smp. 244-257'. 
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CHO 

Enzyrn * + Ho{oH +Glucose 

HO 
OH 

CH3 

40 (R=H)Glykosld D(=Cheirosid A)  42 D-FucOse 
F 293'(-24 Py) C231 F 140-146"(+76 W) [24] 

41 (R=Ac) F 170y245°(+6 Chf) 1231 
F 154-1650/212-222'( +8 Chf) '' oy,o 

CH20R 0 A+ Glucose 

43 F 23So(-13 Me)[23] 

HO 
H 

CH3 

44 [R-H)Glykosld Elo) 47 (R=AC) F232-246'[-2Chf) [I] 

F 216-223O (-7) [25] Enzym 
F255-26lo(-4 Me)9) 

F 165-174 a (-24 C h f )  ') 
45 (R=AC) 27 + 6-Desoxy- D-glucose 

(= D-Glucomethylose) 

3.6. Glykosid c(G)) (as), Smp. 176-MOO, [a]k2 = - 10,3" (Methanol), schien nach 
DC einheitlich zu sein. Das rohe Acetylierungsprodukt gab im DC neben einem Haupt- 
fleck einen schwachen, unmittelbar an diesen angrenzenden Fleck einer etwas pola- 
reren Substanz (= Acetylverbindung des Glykosids K, siehe unten). Durch Chroma- 
tographie und mehrmaliges Umkristallisieren wurde das Hauptprodukt der Acety- 
lierung in einheitlichen Kristallen gewonnen, die sich als identisch mit der Acetyl- 
verbindung 45 des Glykosids E (44) erwiesen. - Reim Stehenlassen in wasserig-metha- 
nolischer NH,-Losung bildete sich aus dem Glykosid {(Go ein Produkt, das im DC 2 
stark voneinander abgesetzte Flecke gab. Der Hauptfleck besass den Rf-Wert des 
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Glykosids E und der andere, schwachere, denjenigen des Glykosids K (siehe unten), 
das im DC in allen untersuchten Systemen gleich wie das Glykosid G lief, welches nie 
als einheitliches Produkt erhalten werden konnte. Milde enzymatische Hydrolyse 
des Glykosids ((G)) lieferte ein Produkt, das hauptsachlich aus Monosid g neben wenig 
der Monoside e und k bestand. Durch fraktionierte Kristallisation wurde daraus ein- 
heitliches Monosid g (49) gewonnen, das mit dem friiher [l] beschriebenen Monosid 
g identisch war. Bei der Acetylierung gibt Monosid g die Acetylverbindung 47 des 
Monosids e (46) ! Da das Monosid g durch milde Verseifung in das Monosid e iibergeht 
und dieses von REES et al. [l] als Digitoxigenin-glztcomethylosid erkannt worden ist, 
muss Monosid g ein partiell acetyliertes Monosid e sein15). Auf Grund des 1R.-Spek- 
trums (siehe exper. Teil) besitzt Monosid g eine Estergruppierung, die sich im PR.- 
Spektrum (siehe Fig. 1) durch ein Singulett (3 H) bei 2,08 pprn als Acetoxygruppe 
zu erkennen gibt. Da die Signale des Lactonringes in 49 bei 5,85 ppm (Vinylproton) 
sowie bei 4,88 ppm (Quartett, etwa 2 Protonen) und die Signale aus dem Zuckerteil 
fur C-1 bei 4,43 pprn (Dublett; J = 8 Hz) sowie dasjenige fur das H an C-2 bei 4,77 
pprn (Triplett; J = 8 Hz) erscheinen, muss C-2 als Trager der Acetylfunktion an- 
genommen werden. Das wurde durch Entkoppeln des in D,-Bz-D,-DMSO aufgenom- 
menen 49 direkt bewiesen. Da man bei den Cardenolidglykosiden fast nur (1 +4)- 
Verknupfungen findet und Monosid g aus einer Glucosidoverbindung hervorgegangen 
ist, muss sich die Acetoxygruppe in 48 auch an C-2 befinden. Diese Zuordnung steht 
im Gegensatz zu der bei der Acetyl-digilanidobiose, bei der die Essigsauregruppe mit 
Sicherheit an C-3 der Digitoxose-Molekel zu plazieren ist [ZO] I,). 

Fig. 1. PH.-Spektrum von Monosid g (49) 

3.7. Glykosid J (SO), Smp. 245-250", [MI: = - 5,O" (Chloroform), Xanthydrol- 
Reaktion negativ, gab die kristallisierte Acetylverbindung 51 (Smp. 172-182", 
[a]: = - 6,7" Chloroform). Rei der enzymatischen Spaltung von Glykosid J wurde 

15) Das Monosid g wurde friiher [l] als Digitoxigenin-gulomethylosid angesehen. 
lo) Vor kurzem konnten KAISER et  al. [25] durch PC zeigen, dass auch die Blatter von Digitalis 

Zanata EHRH. ein Digitoxigenin-glucosido-acylglucomethylosid enthalten diirften. 



1344 HELVETICA CHIMICA ACTA 

Digitoxigenin und Glucose erhalten. Ein direkter Vergleich des Glykosids mit Digi- 
toxigenin-~-D-glucosid, das KAISER et al. [26] 12) vor kurzem aus Digitalis lanata 
EHRH. isolierten, ergab vollige Obereinstimmung der beiden Praparate. 

3.8 Glykosid K (52) liess sich durch Behandlung einer rohen Probe des Glykosids 
< G )) mit wasserig-methanolischem NK, und nachfolgende chromatographische Auf- 
trennung von dem wesentlich polareren Hauptverseifungsprodukt (= Glykosid E) 

48 

45 

(R=H),R'=Ac) Glykosid , ,G'  
F 176-180°(-10 Me)') 

( R =R'= AC) 
F.167-174' (-21 Chf)') 1 OH@ 

CH3 

49 ( R=H, R'=Ac) Monosid 9 
F 225 -230' 
(-5 Chf)(-10 Me) [I] 
F224-232"') 

47 1 R -  R'=Ac) 
F 240-248'(-1 C h f )  ') 

1 O H @  

44Glykosid E &Monosid e 

27 Digitoxigenin +Glucose 

50 (R=H) Glykosld J 51 (R=AC)  
F232-233'(-4 A l k )  [26] 
F 245 -250°(-5 Chf)" 

F183-168'(-9 Alk)  "261 
F 172-182" (-7 C h v )  

abtrennen und in einheitlichen Kristallen vom Smp. 260-264" und [XI: = - 20" f 7" 
(Pyridin) gewinnen. Wegen Substanzmangels wurde die Acetylverbindung lediglich 
im Mikromasstab fur vergleichende DC bereitet. Die enzymatische Spaltung (eben- 
falls nur im Mikromasstab durchgefuhrt) gab neben GZucose Monosid K (53). Nach 
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saurer Hydrolyse von 52 liessen sich im DC u. a. Digitoxigenin und Canarobiose 
nachweisen, was auf die Identitat von Monosid k mit Digitoxigenin-canarosid (53) 
hinweist . Eine zur eindeutigen chemischen Charakterisierung ausreichende Menge 
dieses Canarosids liess sich durch chromatographische Auftrennung eines Monosid- 
gemisches gewinnen, welches aus einer grosseren Charge von Mutterlaugen des AK I 
durch enzymatischen Abbau erhalten worden war (siehc unten). Glykosid K ist soniit 
Digit oxigenin-glucosido-canarosid. 

kil 0 4 Y F  +Glucose 

t -OJ 
CH,OH 

52 Glykosid K 53 (R=H) Monosid k 
F260-264'(-20 q/)" F184-196O(-14 Me)g) 

54 (R=Ac) 
F 205-217"(-10 Chf)') 

n3 00 1 Hg O@ I 
27 Digitoxigenin 

11 Canarobiose 

27 Digitoxigenin +20 D-Canarose 
+ 

3.9. Glykosid M (55) zeigte den Smp. 233-236" und [MI: = + 3,7" (Methanol). 
Auf Grund dieser Daten und derjenigen der Acetylverbindung 56 sowie der Ergeb- 
nisse des enzymatischen Abbaus, wobei Strospesid 57 entstand, muss es sich beim 
Glykosid M um Digitalinum verum handeln, was ein direkter Vergleich mit authenti- 
scher Substanz bestatigte13). 

4. Monoside. - Da fur den Abbau der oben bcschriebenen Diglykoside zu den 
ihnen zugrundeliegenden Monosiden z. T. nur kleine Substanzmengen zur Verfiigung 
standen, haben wir grossere Mengen der Mutterlaugenruckstande des AK I fermen- 
tativ gespalten und das erhaltene Monosidgemisch, das eine bessere Aufteilung in die 
einzelnen Bestandteile gestattet, chromatographisch aufgetrennt. Dabei wurden zur 
Hauptsache die schon erwahnten Cardenolid-monoside erhalten. Soweit sie nicht 
schon fruher [l] [2] beschrieben oder als einheitliche Substanzen erhalten worden 
waren, werden sie im exper. Teil unter 4. eingehender besprochen; es sind dies die 
Monoside a, = Uzarigenin-canarosid (16), a2 = Xysmalogenin-canarosid (18), c1 = 

Uzarigenin-digitoxosid (35), c2 = Xysmalogenin-digitoxosid (37), k = Digitoxigenin- 
85 
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canarosid (53) und 1 = Gitoxigenin-monodigitoxosid (= Gitosid bzw. Gitorosid [29] 

Die KEDDE-negativen Substanzen des Monosidgemisches werden weiter unten 
(59) 17)  18). 

besprochen (siehe unter 5). 

0 &=O o&=o H 

c H 3 0 ~ ~  Enzym cH30{j G - H  +Glucose 

RO ro CH3 CH3 

57 (R-HjMonosid m(Strospesid) 
F. 252' (+19 Me) [28] 

58 I R-Ac) 
F. 227O(-2 Chf 1 [28] 

55 ( R = H )  Glykosid M(=Digltallnum 
veru m ) 

F 241' (+2 Me) C271 

56 1 R-Ac) 
F. 1587230"(-17 C h f )  C271 
F. 151-17Z0(-17Chf) 9 )  

(R=H) Monosrd 1 (Gltorosid,Gitosid) 
59 F.210-216"(+25 Alk) [ 2 9 ]  

F.209-214° (+ 9 A I K )  (t7 Me) 

60 (R=AC) 
F. 12e-131 [zg] '*)  
F. 188-193" (-Chf) 9, 

Zusammenfassung und Besprechung der bisherigen Ergebnisse. - Die Car- 
denolidglykoside der getrockneten Blatter von I .  isabelliana sind - soweit sie mit 
Chloroform-Alkohol-(4 : 1) extrahiert werden konnen - fast ausschliesslich Disaccha- 
ride mit endstandiger D-Glucose. Das aus dem Gemisch dieser Glykoside relativ leicht 
(durch Aufnehmen in Aceton) zu gewinnende Kristallisat (= AK I [l]) besteht fast 

Die Mutterlaugen des Monosids 1 gaben im DC nahe beieinander liegende Flecke, die alle im 
UV.-Licht stark blau fluoreszierten [30]. Eine zum Vergleich aufgetragene Mischung der 
Mono-, Di- und Tri-digitoxoside des Gitoxigenins zeigten dasselbe Bild. 
Der von den japanischen Autoren [29] fur Gitorosid angegebene Smp. stimmte mit demjenigen 
unseres Monosids 1 iiberein. Der Smp. der Acetylverbindung 60 lag bei unserem Praparat da- 
gegen etwa 60" hoher als von den japanischen Autoren angegeben wurde. Herr Dr. SATOH 
hatte die Freundlichkeit, uns eine grossere Probe seines Gitorosids zu iiberlassen, wofiir wir 
ihrn auch hier bestens danken mochten. Dieses zeigte vollige Ubereinstimmung mit unserem 
Monosid 1 und gab nach der Acetylierung ebenfalls unser hochschmelzendes 6 0 ;  Dr. SATOH'S 
59 zeigte [a12 = +1Z0 f 2" (Athanol). 
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ausschliessiich aus etwa gleichen Mengen Uzarigenin-glucosido-canarosid (3) (= Gly- 
kosid A,) und Uzarigenin-glucosido-digitoxosid (32 ) (= Glykosid Cl), die den Haupt- 
anteil der Glykoside von I .  isabelliana ausmachen. 3 und 32 liessen sich zwar trennen, 
enthielten aber jeweils zu etwa 5-10% das entsprechende Xysmalogenin-diglykosid 
(= Glykosid A, (4) bzw. C,(33)). Dies wurde u. a. durch partiellen enzymatischen 
Abbau zum Monosidgemisch und chromatographische Auftrennung desselben an 
AgN03-Si0,-Saulen sichergestellt, wobei die bisher noch unbekannten Glykoside 
Uzarigenin-canarosid (16) (== Monosid a,) und Xysmalogenin-canarosid (18) (= Mono- 
sid a,) bzw. Uzarigenin-digitoxosid (35) (= Monosid cl) und Xysmalogenin-digitoxo- 
sid (37) (= Monosid c,) erhalten wurden19). Der friiher [l] nicht identifizierbare neue 
und nur als Sirup erhaltene 2-Desoxyzucker wurde jetzt in Kristallen gewonnen und 
ist identisch mit D-CanarOSe (20), die erstmals in I .  canariensis aufgefunden worden 
war [lo]. Canarose und Boivinose [31] haben im PC (siehe [l] und [32] )  praktisch die- 
selben Rf-Werte, konnen dagegen im DC (System Essigester) nach 5-maligem Ent- 
wickeln deutlich voneinander getrennt werden. Im Elektropherogramm lassen sich - 
wie REICHSTEIN et al. kurzlich zeigten [32] - diese beiden 2-Desoxyzucker leicht unter- 
scheiden. - Wahrend bei der milden sauren Hydrolyse des Glykosids c<Co (= C, und 
C,) das schon lange bekannte [33] Disaccharid Digilanidobiose (29) 20) entsteht (das 
sich als spezifischer Baustein des Zuckeranteils von vielen Glykosiden der Gattung 
Digitalis erwiesen hat), wird aus den Glykosiden aAo (= A, und A,) und K ein Di- 
saccharid, das wir Canarobiose (1 1) nennen, gebildet , das aus D-Canarose und Glucose 
besteht. Die Glykoside B (23) (Digitoxigenin-glucosido-digitoxosid), E (44) (Digi- 
toxigenin-glucosido-glucomethylosid) und J (50) (Digitoxigenin-/%D-glucosid) sind 
inzwischen auch in Digitalis lalzata EHRH. durch KAISER et al. [18] [25] [26] aufge- 
funden worden. Die als Glykosid ((Go bezeichnete Substanz ist ein binares Gemisch, 
das zur Hauptsache aus Digitoxigenin-4’( ?)-glucosido-3’ ( ?)-acetyl-glucomethylosid 
(48) neben dem bisher noch unbekannten Digitoxigenin-glucosido-canarosid (52) 
(= Glykosid K) besteht. Den Glykosiden B, E und G liegen die friiher [l] isolierten 
und als Substanzen b, e und g bezeichneten Monoside zugrunde. Wie hier gezeigt wird. 
ist allerdings das Monosid g Digitoxigenin-3’( ?)-acetyl-glucomethylosid und nicht, 
wie fruher [l] vermutet, Digitoxigenin-gulomethylosid. - Uzarigenin-glucosido-fuco- 
sid) (40) (= Glykosid D = Cheirosid A [23]) ist hier zum ersten Ma1 in I .  isabelliana 
aufgefunden worden. Aus den Blattern von Digitalis f lwfluvea und D. lalzata sind 
ebenfalls Fucose enthaltende Glykoside isoliert worden [34], denen aber Digitoxi- 
genin als Aglykon zugrunde liegt. - Die friiher [l] beschriebenen Monoside f und h, 
bzw. die ihnen entsprechenden Glucosidoverbindungen konnten nicht aufgefunden 
werden. (Das Monosid f = Digitoxigenin-allomethylosid sowie dessen Glucosidover- 
bindung sind kiirzlich von KAISER (s. unter [25]) in den Blattern von Digitalis lanata 
nachgewiesen worden.) - Nachdem friiher [2] aus dem Chloroformextrakt Strospesid 
(57) isoliert worden war, ist es nicht verwunderlich, wenn unter den Primarglykosiden 
jetzt auch dessen Glucosidoverbindung Digitalinum verum (55) (= Glykosid M) auf- 
gefunden wurde. Da sonst kein anderes genuines Gitoxigeninglykosid gefasst werden 

19) Die friiher als Substanzen a und c beschriebenen Monoside waren also jeweils binare Gemische, 

ao) Dieses Disaccharid haben B R E T 6 N  & GONZALEZ [4] als einzigen kristallinen Zucker nach 
die fast ausschliesslich aus den dort [l] angegebenen Glykosiden bestanden. 

Hydrolyse eines aus I. isabelliana isolierten Glykosidgemisches erhalten. 
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konnte, lasst sich nicht mit Sicherheit sagen, welches Primarglykosid dem nach Fer- 
mentierung gewonnenen Gitoxigenin-digitoxosid (59) (= Monosid 1) entspricht. Da - 
wie oben bereits ausgefuhrt 17) - auch zuckerreichere (Digitoxose ?)  Verbindungen des 
Monosids 1 im DC nachgewiesen werden konnten, konnte I .  isabelliana u. U. auch 
kleine Mengen Purpureaglykosid B (oder Lanatosid B) enthalten. 

Auf Grund der molekularen Drehungsbeitrage der Glucose ergibt sich nach KLYNE 
[35] fur die hier beschriebenen Primarglykoside (Diglykoside) eine /3-glykosidische 
(vermutlich 1 -+ 4) Verknupfung der endstandigen Glucojemolekel mit den ihnen 
zugrundeliegenden Monosiden, fur die ihrerseits bereits fruher [l] die P-glykosidische 
Bindung nach [35] abgeleitet worden ist 21). 

5. Charakterisierung und chemische Untersuchung der KEDDE-negativen 
Substanzen des Monosidgemisches. - 5.1. Die Substanz ((HF I H, Smp. 189-190", 
[XI: = - 70,7" (Chloroform), schien nach DC einheitlich zu sein. Ihre Acetylverbin- 
dung, die im DC 2 Flecke gab, liess sich chromatographisch in die Substanzen Ac- 
H F  l a  (Smp. 189-200") und Ac-HF Ib (Smp. 155-163") auftrennen. Auf Grund des 
MS von ((HFl)) mit dem Hauptpik bei m/e  139 durfte es sich um Sapogenine handeln 
[36]. Die Summenformel C,,H,,O, (416) deutet auf ein gesattigte; Gerust hin. 

5.2. Substanz ctH F 20 konnte durch Chromatographie des rohen Kristallisates in 
die Substanzen H F 2 a  und H F 2 b  aufgetrennt werden. - HFZa,  Smp. 190-210", 
[a]: = + 12,3" (Methanol), durfte 3/3,14P-Dihydroxy-pregn-5-en-20-on (61) sein. Das 
Massenspektrum (MS) zeigt den M+ bei m/e 332, der Wasser zu m / e  314 verliert. 
m/e  314 fragmentiert sich unter Verlust von 43 Masseinheiten (ME) zu mje 271. rnje 43 
ist ausserdem im niederen Massenbereich noch 1 ma1 vorhanden und zwar als Haupt- 
pik des ganzen Spektrums. Dies ist ein starkes Indiz dafur, dass HF2a eine Methyl- 
keton-Seitenkette entsprechend Formel 61 besitzt. Die Acetylverbindung 62 vom 
Smp. 173-193" zeigt nur ein ausserst schwaches Molekel-Ion bei m / e  374 (HF2a- 
Monoacetylverbindung), das unter Verlust von Essigsaure in m/e 314 ubergeht. Dieses 
verliert erst Wasser zu rnle 296, dann Methyl zu rnle 281 ; mje 206 verliert ausserdem 
CH,CO zu mje 253. Komplementar dazu findet sich im niederen Massenbereich wie- 
derum m/e 43, was auch hier den Hauptpik des Spektrums darstellt. Aus dem MS 
von 61 kann man bei Annahme des Pregnangerustes auf folgende funktionelle Gruppen 
schliessen: 1 CH,CO-, 1 acylierbare und 1 nicht acylierbare HO-Gruppe sowie eine 
Doppelbindung. Das IR.-SFektrum der Acetylverbindung 62 (siehe exper. Teil) 
bestatigt diese Zuordnung. Einzig fur die Doppelbindung findet sich hier kein Hin- 
weis. Das PR.-Spektrum von 62 (siehe Fig. 2) spricht eindeutig fur diese Formulierung 
und bekraftigt diese noch. Das breite Dublett eines Vinylprotons bei 5,4 ppm ist 
nach Lage und Aufspaltung typisch fur die 3/3-RO-d5-Gruppierung [37]. Das breite 
flache CH-Signal einer aquatorialen Acetoxygruppe mit vielen CH-Nachbarn ist bei 

,90 

' 0 -  
4,55 ppm zentriert. Die Methylgruppen der CH,CO- und CH,-C Substituenten 

finden sich bei 2,23 und 2,02 ppm. Die Signale zweier tertiarer Methylgruppen fallen 
zusammen und liegen bei 1 , O l  ppm. Berechnet man die Lage dieser Methylgruppen 

21) Da weder a- noch B-Methylcanarosid bekannt sind, wurde der Berechnung nach KLYNE [35] 
die molekulare Drehung von 20 zugrundegelegt. 
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A 
6 PPM ( 6 )  5 

5,5 5 4 3 2 PPM (6) 1 

Fig. 2. PR.-Spektrzdm von Acetyl- H F  2a (62) 

40 
nach den ZURCHER-Tabellen [38] (wobei CH,OC, gleich CH,CO- gesetzt wurde), 
so liegen die gefundenen Werte nahe den berechneten: C-18 bei 1,02 ppm und C-19 
bei 1,04 ppm. Damit durfte die Struktur fur HF2a entsprechend der Formel 61 
gesichert sein. 

Die Substanz HFZb (63), Smp. 223-243" (Zers.), [MI: = + 57,3" (Pyridin), besitzt 
nach dem MS (M+ 346) die Zusammensetzung C,,H,,O,. Prominente, leicht erkenn- 
bare Pike sind weiter M +  mimus Wasser = mje 328 und m/e 328 minus CH,CO = 

m/e 285. Der Hauptpik liegt auch hier im niederen Massenbereich bei m/e 43. Das 
Molekel-Ion der Acetylverbindung von HF2b (Smp. 206-211") findet man bei m/e 
388 (sehr schwach). m/e 328 (388 minus Essigsaure), r n / e  310 (328 minus Wasser) und 
mje 267 (310 minus CH,CO) wie auch der Hauptpik m/e 43 sind leicht erkenn- und 
deutbare Fragmente. Wenn man fur HF2b ein Pregnangerust annimmt, so besitzt 
dieses nach dem MS 2 Hydroxyle und eine Methylketon-Seitenkette. Als weitere 
funktionelle Gruppen mussen dann noch entweder 2 Doppelbindungen und ein wei- 
teres Hydroxyl oder eine Doppelbindung und ein Keton vorhanden sein. Den Ent- 
scheid in dieser Frage gibt das 1R.-Spektrum (siehe exper. Teil) der Acetylverbindung 
64, das neben der Bande fur ein Methylketon (bei 5,91 p) noch Banden fur ein Ester- 
carbonyl (bei 5,79 ,LA) und ein Funfringketon (bei 5,72 p) aufweist. Die breite HO- 
Bande bei 3,04 ,u deutet auf ein durch H-Brucke gebundenes Hydroxyl hin. Das 
PR.-Spektrum der Acetylverbindung (siehe Fig. 3) zeigt das ((Multiplett D eines Vinyl- 
protons bei 5,42 ppm, dessen Form man infolge der fiberlagerung durch das Singlett 
(5,40 ppm) eines H-0- nicht genau erkennen kann. Eine aquatoriale Acetylgruppe 
laisst sich durch ein breites CH-Signal (Multiplett) bei 4,55 ppm erkennen. Die Methyl- 
Signale eines Methylketons und des Essigsaurerestes finden sich bei 2,35 und 2,02 
ppm, 2 tertiare Methylgruppen bei 1,07 und 0,98 ppm. Die nach den ZURCHER- 
Tabellen [38] fur die Acetylverbindung 64 berechneten Werte (auch hier statt 

CH,-CO- CH,OC, eingesetzt) fur C-18- und C-19-Methyl sind: 1,03 ppm bzw. 
1 , l O  ppm. SATOH et al. [39] haben ganz kurzlich eine Substanz beschrieben, fur die 

A0 
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sie die Struktur 64 bewiesen haben. Die von den japanischen Autoren angegebenen 
Daten stimmen mit denjenigen der Acetylverbindung von HF 2b sehr gut iiberein. 
Ein direkter VergleichZ2) ergab Identitat dieser bciden Substanzen. 

100 MHz 
CDI~ /TMS intern 

- I I I I I 

5,5 5 4 3 2 PPM ( 6 )  1 0,5 
Fig. 3. PR.-Spektrunt zIon Acetyl- H F  2 b  (64) 

5.3. Die Substam H F 3  (65) ist nach Smp., Misch-Smp., optischcr Drehung iind 
DC identisch mit y-Digiprogenin [39Iz3). 

5.4. Die Substam HF4  (67), Smp. 199-204", [a]: = 0" & 7" (in Pyridin), Xant- 
hydrol-Reaktion positiv, besitzt auf Grund des MS die Formel C,,H,,O, (476). Milde 
saure Hydrolyse gab neben Substanz HF'2b lligitoxose (nur im DC nachgewiesen). 

5.5. Die Substanz HF5 (68), Smp. 236-248", [a]L2 = + 26,2" (in Methanol) besitzt 
nach MS die Formel C,lH,,O, (348). Bemerkenswert ist der Refund, dass aus HF5 
44 ME (hier nicht CO, sondern CH,-CHOH!) abgespalten werden zu inje 304, das 
wiederum 2mal Wasser, CH, und CH,CO verliert. Komplementar zum letzten Frag- 
ment findet man im niederen Massenbereich einen starken (m/e-43)-Pik. Das 1R.- 
Spektrum weist neben 3 HO-Banden bei 2,86, 2,9 und 2,95 p eine Carbonylbande 
bei 5,95 p auf. Die selektive Absorption der Acetylverbindung im UV. bei 280 nm und 
log& = 1,78 spricht fiir das Vorliegen eines gesattigten Ketons. Aus diesen Fakten 
ergeben sich bei Annahme eines Pregnan-Grundgerustes die folgenden Funk- 
tionen : 3 HO-Gruppen, 1 CH,CO-Gruppe und eine Doppelbindung. Das PR.-Spek- 
trum (siehe Fig. 4) der Acetylverbindung 69 [Doppel-Smp. 127-130"/139-141", 
[a]: = + 13,4" (in Chloroform)] zeigt ein breites Dublett eines Vinylprotons bei 5,44 
ppm (typisch fur 3B-RO-d5-Gruppierung [37j), ein Quartett bei 5,22 ppm mit den 
Aufspaltungen 7 Hz und 2 Hz - das gleiche Signal findet man auch beim 3P,15a- 
Diacetoxy-14@-hydroxy-5@, 17aH-atiansaure-methylester [43] [44], das somit dem 
15BH zugeordnet werden muss -, das breite CH-Signal einer aquatorialen Acetoxy- 

22) Herrn Dr. H.ISHII, SHIONOGI Research Laboratory, SHIONOGI & Co., LTD., Osaka (Japan), 

") Herrn Dr. D.SATOH, SHIONOGI Research Laboratory, SHIONOGI & Co., LTD., Osaka (Japan), 
danken wir bestens fur die Uberlassung einer Substanzprobe von 64. 

danken wir bestens fur ein Vergleichsmuster, 
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62 ( R - A C )  
F.173-19309) 

RO do 
64 (R-Ac) 

F. 207-209 [39] 
F 206-211 ''1 

+ Digi toxose 1 H30@ 

,O Mo 
65 (R=H) HF3=,~--Digiprogenin[39] 'C-H @ F. 250 -253' (- 73) [40] 

F.244-249'(-80 Py)9) 

66 (R=AC) CH3 
F. 247 - 250 O [41] 
F 223-238'91 67 ( R = H )  HF4 

F.199-204°(k0 Py)') 

69 ( R=Ac) 
RO do OH: H 

68 IR=H)HF5 =Purpnigenin[42] 
F.239-243"(+21 M e )  [42] 
E 236 -248 " (  +26 Me) 9) 

F 150 -153 [42] 
F.127-130°+139 -141 "(+13 Chf)9) 

c A 
j I I I I I I I I 

8 7 6 5 4 3 2 1 PPM(6) 0 

Fig. 4. PR.-Spektruw von Diacetyl-Purpnigenin (69) 
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gruppe (C-3) bei 4,6 ppm, dann ein beim Schutteh rnit D,O verschwindendes Signal 
bei 4,18 ppm (HO-), 3 CH,CO-Gruppen [Methylketon (2,25 ppm) und 2 O-Acetyl- 
gruppen (2,03 ppm)] und 2 tertiare Methylgruppen bci 1,0 ppm. Auf Grund dieser 
Refunde muss es sich bei HF5 um Purpnigenin [42] handeln. Ein direktcr Vergleich 
mit Purpnigenin 22) hat diese Ableitung bewicsen. 

Die vorliegende Arbeit wurde vom SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS ZUR F t j R D I I R U N G  DER 

WISSENSCHAFTLICHEN FORSCHUNG unterstfltzt. 
Den Herren Dres. G. ENGLERT und W. VETTER, F. HOFFMANN-LA ROCHE & Co. AG., Basel, 

danken wir bestens fur ihre Mithilfe bei der Interpretation der Massen- und PR.-Spektren sowie 
den Herren P. CASACRANDE und B. MEIER fur die Aufnahme dieser Spektren. Herrn Dr.  1;. BURK- 
HARDT, Physiklabor der F.HOFFMANN-LA ROCHE & Co. AG., Basel, danken wir ausserdem fur die 
Bestimmung der spez. Drehung der Substanzen 59 und 64. 

Experimenteller Teil 
Allgemeines. - Alle Smp. wurden auf dem KOFLER-Block bestimmt und sind korrigiert. 

Fehlergrenze bis 200" ca. & Z",  daruber ca. 3". 
Abkiirzu+zgen: Ac,O = Acetanhydrid, AcOH = Eisessig, d = Diathylather, Alk = Athanol, 

An = Aceton, Bz = Benzol, Chf = Chloroform, DC = Dunnschichtchromatographie oder Dunn- 
schichtchromatogramm, E = Essigsaure-athylester, E W  = E mit W gesattigt, F r  = Fraktion(en), 
Isop = Isopropylalkohol, Me = Methanol, Mek = Methyl-athyl-keton, MekW = mit W ge- 
sattigtes Mek, ((Mischunga = E-Chi-Me-(1 : l : l) ,  ML = eingedampfte Mutterlauge(n), Pc = 

Petrolather, Pn = It-Pentan, P y  = Pyridin, SiO, = Kieselgel (zur DC: SiO, QCAMAG)) mit 5% 
CaSO,, zur Saulenchromatographie: SiO, PMERCKX 0,05-0,2 mm), To = Toluol, Tr  = Tropfen, 
W = Wasser. 

Chromatographie. Fur die DC wurden Glasplattchen der Grossen 2,5 x 7 5  cm, 3,5 x 7,5 cm und 
4,5 x 7,5 cm rnit Hilfe eines QUICKFIT THIN LAYER CHROMATOGRAPHY DEMONSTRATION KIT rnit 
einer wasserigen Aufschlemmung von S O ,  beschichtet und lufttrocken ohne vorangegangene 
Aktivierung vcrwendet. AgNO,-DC: 10 g SiO, wurden mit der Losung von 2 g krist. AgNO, in 
25 ml W l/z Min. kraftig durchgeschiittelt und sofort ( z .  B. auf 25 Glasplattchen 2,5 x 7,5 cm) auf- 
getragen. Trocknung bei 20". Verwendung erst nach 24 Std. und innerhalb einer Woche. Bei dcr 
AgNO,-DC wurde jeweils 2-3mal mit dem angegebenen Laufmittel entwickelt. Rls Spruhreagens 
diente sowohl fur die normale DC als auch die AgN0,-DC ein Gemisch von konz. H,SO,-Alk-(l : 1) 
Das Erhitzen erfolgte uber einem Infrarotstab. - Bereitung von AgN0,-SiO, fur die Saulen- 
chromatographie. Beispiel : 50 g krist. AgNO, wurden in 100 nil W gelost und zu 450 g SiO, unter 
Schutteln gegeben; Trocknung bei 120" wahrend 16 Std. Die einzelnen Fr wurden jeweils vor dem 
Eindampfen im Vakuum im Scheidetrichter 2mal rnit W gewaschen. 

Fur  enzymatischs Spaltungen wurden die Fermentpraparate E.L.  33-63 (= Fermentpraparat I) 
und E.L. 15-63 (= Fermentpraparat 11) der Firma ROHM & HA AS^) 24) sowie Strophantobiase [22] 
verwendet. 

Gewinnung deg Rohkristallisates AK I aus dem Chf-Alk-(4:l)-Extrakt. - 30 g 
Chf-Alk-(4: 1)-Extrakt [l] wurden unter Erwarmen auf dem Dampfbad rnit 1 1 An versetzt, wobei 
der grosste Teil des Extraktes in Losung ging. Nach dem Abkuhlen wurde der pulverige Bodensat? 
abfiltriert und mit An nachgewaschen: 8.3 g Rohkristallisat = AK I vom Smp. 265-285" (Zers.). 
Im DC (MekW) 2 etwa gleich grosse Flecke der genuinen Glykoside w A)) und aCs. Durch Einengen 
der M L  konnten weitere Kristallfraktionen erhalten werden, deren Smp. etwas tiefer waren. Nach 

24) Das Praparat E.L. 33-63, aus Schimmelpilzen gcwonnen und angereichert, enthalt Pektinasen, 
Cellulasen und andere b-Glucosidasen; Wirkungsoptimum p H  4-55, Das Praparat E.L.  15-63 
stammt aus Schimmelpilzen und enthalt Proteinasen, Glucosidasen und Amylasen; Wirkungs- 
optimum fur die darin enthaltenen Glucosidasen p H  4-5,5. Wir fanden, dass beide Praparate 
noch gut wirksam in wasserigen Losungen sind, die maximal 40% An und bis 5% Me enthalten. 
Das Praparat E.L. 33-63 ist erheblich aktiver, d. h. die Abspaltung von Glucose, Glucomethy- 
lose oder Fucose an  der Zuckerkette bzw. am Aglykon erfolgt wesentlich rascher als mit Fer- 
mentpraparat E.L. 15-63. 
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DC hatten diese nahezu dieselbe Zusammensetzung wie AK I. Durch Umkristallisieren (vgl. [l]) 
liessen sich zwar fast farblose Kristallisate gewinnen, doch stellten diese immer Gemische dar, die 
fast ausschliesslich aus den Glykosiden s Au und t Cs bestanden. 

1. Isolierung der genuinen Glykoeide 

1.1. Auftrennung des Rohkristallisates in die Glykoside s A  n (1) und ((Cs (30) 

1.1.1. Durch pruflaratiue DC.  Glasplatten (2Ox 15 cm) wurden rnit SiO, rnit 0,5% Zinksilicat- 
Zusatz bestrichen (1 mm Schichtdicke) und 24 Std. an der Luft trocknengelassen. Unter Ein- 
haltung eines Abstandes von jeweils 1 ern vom Plattenrand wurde auf der Startlinie 0,6 ml einer 
Losung von AK I in Chf-Me(4:l) (=  7,5 mg Substanz) aufgetragen. Die Platten wurden im 
System MekW entwickelt (3l/,  Std.). Nach dem Trocknen an der Luft erschienen im UV.-Licht 
(sowohl bei 254 nm als auch bei 360 nm) 2 deutlich voneinander abgesetzte dunkle Banden (neben 
nur schwach sichtbaren Nebenbanden). Die beiden Hauptbanden wurden markiert, herausge- 
schabt und das 50, rnit Chf-Me-(4:1) unter Erwarmen extrahiert. Einzig das aus der obersten 
Bande stammende Glykosid tA  J) (1) gab im DC [mit MekW oder Chf-Me-(7:3)] nur einen Fleck. 
Nach mehrmaligem Umlosen aus Chf-Me-(4: 1) feine weisse Nadelchen vom Smp. 294-304". 

1.1.2. Durch Saulenchromatographie. 7 g AK I wurden in Chf-Me-(1:l) in der Warme gelost, 
mit Hyflo-Supercel vermischt und dieses nach dem Trocknen fein verrieben. Dieses Gemisch 
wurde trocken auf eine SO,-W-Saule (740 g SiO, + 220 ml W), die rnit EW bereitet worden war, 
gegeben, leicht festgedriickt und rnit einer Schicht Sand bedeckt. Bei einer Tropfgeschwindigkeit 
von 20 Tr pro Min. wurden Fr zu 200 ml aufgefangen. Ergebnis s. Tabelle 1. 

Tabelle 1. Chromatograflhie des Rohkristallisates A K I 

Fr.-Nr. Losungsmittel roh Kristalle 

Menge DC Menge DC 
in mg in mg 

1- 7 
8- 36 

37- 43 
44- 50 
51- 59 
60- 63 
64- 68 
69- 74 
75-112 

EW 
EW+ 1% Me 
EW+ 1 3 %  Me 136 unpol. Stoffe 
EW+1,5y0 Me 341 unpol. Stoffe B A >) 

EW+ 1 5 %  Me 624 (I A J) + ((( c J)) 

EW+1,5% Me 292 (t An + u C )) 
EW+ 15% Me 1187 t A )) + (t C J) 
EW+ 1,5% Me 67 8 ( B A j)) + (t C I) 
EW+1,5y0 Me*) 2523 (((A,), tCa+ polarere Stoffe 

475 

*) von Fr 88 weg 2% Me, von Fr 94 weg 4% Me 

Die aus den Fr  51-59 erhaltenen Eindampfriickstande wurden vereinigt und aus Chf-Me 
kristallisiert: 475 mg nach DC einheitliches Glykosid ((A)). Das in den Fr 64-68 angereicherte 
Glykosid oCn konnte auch nach mehrmaligem Umlosen aus Chi-Me nicht frei von Glykosid ((A)) 
gewonnen werden. 

1.2. AuftrennungderGlykoside J (50) ,  cGa (48) [= G+ K (52)], B (23), sCo (30) [= C, (32)+ C, 
(33)]. E (44),  D (40) und M (55) aus den M L  uon A K  I .  Zur Gewinnung der im Titel genannten 
Glykoside waren oft mehrere chromatographische Auftrennungen notig. Es wurden jeweils 10 g 
M L  des AK I im Vakuum getrocknet, rnit der gleichen Menge Si0,-W-(4: 1) fein verrieben, rnit 
EW angefeuchtet und diese Mischung auf die vorbereitete Saule gegeben. Beispiel: Saule von 
4,2 cm Durchmesser rnit 545 g SO,-W (420 g SiO,+125 g W), Fiillhohe 60 cm; Losungsmittel 
EW, Fr zu 200 ml, Durchlaufgeschwindigkeit 0,s ml/Min.; Ergebnis s. Tab. 2. 
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Tabelle 2. Chromatographie der 1Mutterlaugenruckstande des Rohkristallisates A K I 

Fr.-Nr. Losungsmittel roh Kristalle 

Menge DC 
in mg 

Menge DC Smp. 
in mg 

1- 16 
17- 22 
23- 24 
25- 28 
29- 33 
34 
35- 36 
37- 44 
45- 48 
49 
50- 61 
62- 69 
70- 79 
80- 82 
83- 90 
91- 98 
99-105 

106-112 
113-1 16 
11 7-120 
121 
122-133 
134-138 
139-144 

EW 
EW+0,5% Me 
EW + 0,s % Me 
EW+0,5y0 Me 
EW+0,5yO Me 
EW+0,5% Me 
EW+0,5% Me 
EW+0,5% Me 
EW+0,5% Me 
EW+0,5% Me 
EW+0,5% Me 
EW+0,5y0 Me 
EW+0,75% Me 
E W + l y o  Me 
E W + l %  Me 
EW+lYo Me 
EW+1% Me 
EW+ 1,5% Me 
EW+2% Me 
EW+2yo Me 
EW+2% Me 
EW+2% Me 
EW+4y0 Me 
EW+8% Me 

1236 
248 
48 

103 
547 
95 

314 
2245 
198 
32 

1051 
134 
138 
101 
582 
194 
99 
47 
58 

160 
23 

160 
167 
119 

unpolare Stoffe 
J + unpol. Stoffe 
J , d G B 
(< G I) + Verunr. 
((G~+Verunr. 
(I G D, B 
B+ (NGD) 
B + Verunr. 
B+ (eC))) 
B, OCO 
(( C B  + Verunr. 
tCs+ (E) 
aCr+ (E) 
E +  (tCn) 
E 
E + Verunr. 

D + Verunr. 
D +  Verunr. 
D +  Verunr. 
D + M  
M + Verunr. 
M +  polarerc Stoffe 
M +  polarere Stoffe 

D+ (E) 

90 

14 
340 

160 
1982 

51 

709 

432 

60 

33 

fast rein 

fast rein 
fast rein 

B fast rein 
rein 260-265" 
B fast rein 

rein 249-268" 

rein 

fast rein 

fast rcin 

Die Eindampfruckstande der Fr. 17-22 waren nach DC [MekW oder Chf-Me-(7: 3) bzw. -(9:1)] 
identisch und gaben aus An-.& 90 mg rohes Glykosid J (50). Durch Umlosen aus An-Me wurden 
34 mg einheitliche Substanz vom Smp. 244-250" erhalten. Weitere 30 mg Kristalle vom Snip. 
244-250" enthielten noch wenig einer unpolareren Verunreinigung. 

Das aus den Fr. 25-28 gewonnene Substanzgemisch gab aus An-A rohes GZykosid aG)) (as), 
das  im DC nur einen Fleck gab. Die Ruckstande der Fr. 29-33 wurden in Me gelost, mit A versetzt 
und bei 10" stehengelassen. Die nach einiger Zeit von Kristallen durchsetzte Schmiere wurde mit 
An-A und wenigen Tr Me verfliissigt und abgesaugt: 304 mg Glykosid eGr, das nach DC fast rein 
war. Eine weitere Kristallfraktion von 36 mg gab im DC nur einen Fleck von tGr. Aus den obigen 
304 mg wurden nach dem Urnlosen aus Me-An 290 mg C G S  vorn Smp. 172-181" erhalten. Davon 
wurden 240 mg nochmals aus Me-An umkristallisiert: 173 mg vom Smp. 176-180". 

Die Eindampfriickstande der Fr. 35-36 gaben aus Me-A 160 mg fast reines Glykosid B (23) 
(etwas uGa-haltig). Die Fr. 3 7 4 4  wurden vereinigt, im Vakuum eingedampft und der Ruckstand 
aus Me-A kristallisiert : 1,98 g reines Glykosid B vom Smp. 260-265". - Aus den Fr. 4 5 4 8  konnten 
noch weitere 51 mg fast reines B (etwas nCbr-haltig) gewonnen werden. 

Die vereinigten Fr.-Riickstande 50-61 gaben aus Chf-Me 709 mg Glykosid t Cn (30) vom Smp. 
249-260", das im DC nur einen Fleck gab. Nach nochmaligem Umkristallisieren aus Me-Chf und 
wenig A fie1 der Smp. auf 230-245'. 

Die Eindampfruckstande der Fr. 83-90 wurden in Me gelost, mit An und etwas A versetzt. 
Dabei schied sich das Glykosid E (44) amorph aus  (432 mg). Durch Umlosen aus dem gleichen 
Losungsmittelgemisch wurden erhalten: 186 mg Kristalle vom Smp. 243-250" sowie 134 mg vom 
Smp. 255-259" und noch weitere 35 mg krist. einheitliches Glykosid E. 

Aus den Fr. 117-120 liessen sicb 48 mg des schwerloslichen Glykosids D (40) gewinnen, die 
nach DC fast einheitlich waren. (Weitere 12 mg D waren etwas starker verunreinigt.) Einmaliges 
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Umloscn der 48 mg aus Chf-Me-A gab 21 mg Glykosid D vom Smp. 278-285", das nach DC immer 
noch nicht ganz einheitlich war. 

Der nach Eindampfen der Fr. 122-133 erhaltene Riickstand gab aus Chf-Me-An-A 33 1ng 
einer gelben, amorphen Substanz, die im UV. stark blau fluoreszierte und nach DC nicht ganz 
einheitlich war. Durch Umlosen aus Me-W liessen sich daraus 7 mg des Glykosids M (55)  vom Smp. 
233-236" und weitere 5 mg vom Smp. 229-231O gewinnen. Beide Kristallisate zeigten im DC [Chf- 
Me-(3 : I)] noch einen ganz schwachen Schatten eines unpolareren Stoffes. 

Zur Gewinnung des Glykosids K (52) wurden die ML des Glykosids *GI vereinigt und verseift. 
Beispiel: 181 mg ML von cG)) wurden in 5 ml Me gelost, rnit 1,5 ml 10-proz. NH,-Losung versetzt 
und 4 Tage bei 37" stehengelassen. Nach Verdampfen des Me im Vakuum wurde die verbliebene 
wasserige Losung rnit Chf-Alk-(4 : 1) ausgeschiittelt, die organischen Phasen iiber Na,SO, getrock- 
net, filtriert und eingedampft. Der Ruckstand gab im DC (MekW) 2 Hauptflecke, die in ihren 
Rf-Werten den Glykosiden clG)) und E (=  Desacetylprodukt des Glykosids G!) entsprachen. Das 
rohe Glykosidgemisch wurde iiber eine niit EW bereitete Saule von 90 g Si0,-W (75 g SiO,+ 
15 ml W) verteilt: Fr. zu 15 ml, Durchlaufgeschwindigkeit 0,5 ml pro Min. Die Fr. 1-97 gaben 
nach dem Eindampfen 17 mg Riickstand, der nach DC (MekW) unpolarere Stoffe als das Glykosid 
K (siehe gleich nachfolgend) enthielt. Die Fr. 98-305 (98-140 rnit 0,5% Me, 141-239 rnit 1% Me, 
240-305 rnit 3% Me) gaben total 95 mg Eindampfriickstand, der nach DC das Glykosid K und 
polarere Stoffe enthielt. Die 95 mg wurden in Me-An aufgenommen und gaben Kristallfraktionen 
(total 20 mg), die nach DC [MekW und E-Me-(9: 1)] 2 mg einheitliches Glykosid K (52)  darstellten 
und bei 260-264" schmolzen, sowie writere 9 mg nach DC fast einheitliches und zudem schwach 
gelb gefarbtes Glykosid K. Die ersten Kristallfraktionen (20 mg) wurden vereinigt und aus Me- 
An-A umgelost: 6 mg nach DC einheitliches Glykosid K vom Smp. 247-253". - Die letzten Eluate 
(Fr. 306-372 mit 5% Me) gaben noch 51 mg Substanz, die u.a. das Glykosid E enthielten. Sie 
wurden verworfen. 

2. Auftrennung der Monoside und Aglykone nach Fermentierung 
2.1. Monoside t a r  (15) und B C O  (34) aus A K  I .  40 g AK I wurden in 340 ml Me, 2248 ml An 

und 8562 ml W unter Erwarmen gelost. Die abgekiihlte, leicht triibe Losung wurde mit 4 g Fer- 
mentpraparat I, in 100 ml W gelost, und 5 ml To versetzt und 40 Tage bei 37" stehengelassen (pH 
zu Beginn 5,4 ,am Ende 4.3). Im DC (MekW) war nach dieser Zeit kein AK I mehr nachweisbar. 
Die Fermentierungslosung wurde hierauf 5mal rnit je 1,5 1 Chf ausgeschiittelt, dieses rnit W ge- 
waschen, iiber Na,SO, getrocknet, filtriert und im Vakuum eingedampft: 30 g Schaum, der nach 
DC [E-Pe-(4: l)] zur Hauptsache die Monoside Ha)) und NC))  enthielt. Dieses Monosidgemisch (30 g) 
wurde in 2 Portionen an jeweils 350 g SiO, chromatographiert; Fr. zu 400 ml. Fr. 1-29 [Bz-Chf- 
(1 : 5), Chf und Chf-Me-(99: l)] gaben 220 mg Eindampfriickstande, die verworfen wurden. Die 
Fr. 30-33 [Chf-Me-(49: l ) ]  enthielten 1,4 g Substanz: Monosid 8cj) (+ wenig unpolarere Substan- 
Zen), die Fr. 34-39 [Chf-Me(49: l)] gaben 4,35 g Gemisch der Monoside b a t )  und 6cb, die Fr. 40-56 
[Chf-Me-(49: 1) und -(24: I)] 7,65 g Monosid ta)), das wenig Monosid (ic)) enthielt. Die spateren Fr. 
mit 10% Me gaben 940 mg Substanz (verworfen). 

2.2. Auftrennung des Monosids clan in Monosid a, (16) und Monosid a, (18). 6 g Monosid ua)) 
(mit wenig Monosid tca) wurden in 500 ml Chf unter Erwarmen gelost und noch warm (35-40") 
auf eine Saule von 300 g SiO, gegeben: Fr. zu 300 ml. Die Fr. 1-9 (Chf) und 10-31 (Chf rnit 1 yo Me) 
enthielten keine Substanz. Die Fr. 32-52 (Chf rnit 1,5% Me) gaben total 40 mg Eindampfriick- 
syande (verworfen). Aus den Fr. 53-59 (Chf rnit 2% Me) wurden 570 mg eines Gemisches der 
Monoside (iaa und (ic)) erhalten. Die Fr. 60-89 (Chf rnit 2-3% Me) enthielten 4,9 g; aus Me 3,4 g 
feine Nadelchen des Monosids c<a)) vom Smp. 236-240". Im DC [E-Pe-(4:1)] nur ein Fleck; im 
AgN0,-DC [Mek-Chf-Pe-(70: 15: 15)] neben dem Hauptfleck noch ein schwacher Fleck rnit kleine- 
rem Rf-Wert. 

980 mg Monosid H U I )  wurden in 100 ml Chf-Isop-(19: 1) gelost und auf eine rnit Chf-Isop-(19:1) 
bereitcte AgN0,-SO,-Saule von 500 g gebracht. Fr. zu 50 ml je 4 Std. Die Fr. 1-59 enthielten 38 
mg Aglykongemisch. Fr. 60-86 gaben 770 mg, die nach AgN0,-DC [Mek-Chf-Pe-(70: 15: 15)] nur 
aus Monosid a ,  (16) und einer Spur Uzarigenin und Xysmalogenin bestanden. Aus Me-A 590 mg 
feine Prismen vom Doppel-Smp. 140-160"/205-220" bzw. 232-235". Nach AgN0,-DC vollig ein- 
heitlich. - Die Fr. 87-90 gaben 33 mg Monosidgemisch + Aglykone. Aus den Fr. 91-109 wurden 
144 mg Monosid a2 (18) gewonnen, das wenig Monosid al enthielt. 3maliges Umlosen aus Chf gab 
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feine Prismen vom Smp. 226-231" (nach AgN0,-DC noch etwas Monosid a1 enthaltend). - 115 mg 
Monosid a, wurden in wenig Chf-Me-(4: 1) gelost, rnit SiO, verrieben, dieses im Vakuum getrock- 
net und auf eine Saule von 50 g AgNO,-SiO, (mit Chf-Isop-(19 : 1) bereitet) gegeben. Fr. zu 10 ml 
je 30 Min. Die Fr. 1-80 gaben 9 mg Aglykongemisch (Uzarigenin und Xysmalogenin), dic Fr. 81-92 
11 mg (Monoside al .fa,  + Aglykone), die Fr. 93-195 enthiclten 95 mg Monosid a,. Aus Chf-Me 
50 mg feine Prismen vom Smp. 228-232". 

2.3. Auftrennung des Monosids uc)) in die Monoside c1 (35) und 6 ,  (37). 1,l g Monosid BC)) 

vurden in 100 nil Chf-Isop-(19: 1) gelost und auf eine rnit Chf-Isop-(19:1) bereitete AgN0,-Si0,- 
Saule von 500 g gebracht. Fr. zu 100 ml je 3 Std. Die Fr. 1-43 gaben 135 mg Substanz (Aglykone 
+- wenig Monosid b), die Fr. 4 4 4 7  15 mg Riickstand (Aglykone + Monosid cl), die Fr. 48-59 
576 mg Monosid c1 ienthiclt wenig Aglykonc). Die Fr. 60-66 gaben 70 mg Monosid clr das wenig 
Monosid c, (und Spur Aglykon) enthielt und die Fr. 67-97 110 mg des Monosids cg (+ wenig 
Monosid c1 und Aglykon). 

Die obigen 576 mg des Monosids c1 wurden aus An-A kristallisiert : 328 mg Monosid c1 (35) 
als feine Nadelchen, Smp. 217-225". Nach AgN0,-DC [Mek-Chf-Pe-(70 : 15 : 15)] einheitlich. 

Die 110 mg des Monosids c2 wurden noch 2mal iiber 50 g AgN0,-SiO, wie oben verteilt. Die 
Fr., die nach AgN0,-DC das Monosid c, enthielten, wurden nochmals zur Entfernung der Aglykone 
iiber SiO, chromatographiert. Das so erhaltene Monosid c, (37) gab, aus Me-A kristallisiert, 33 mg 
feine Nadelchen vorn Smp. 231-236", die gemass AgN0,-DC nur noch Spuren von 35 enthielten. 

2.4. Monoside und Aglykone aus M L  von A K  1. 120 g ML von AK I wurden, wie unter 2.1. 
beschriehen, mit 4 g Fermentpraparat I1 10 Tagc bei 37" stehengelassen. Die Aufarbeitung gab 
67 g Monosidgemisch, das in Portionen chromatographisch aufgetrennt wurde. - Beispiel: 15 g 
Monosidgemisch wurden in Chf-Bz-(4: 1) gelost und auf eine rnit Chf-Bz-(4: 1) bereitete Saule von 
350 g SiO, gegeben. Fr. zu 400 ml. Die Fr. 1-10 [Chf-Bz-(4: l ) ]  gaben 742 mg Gemisch (nicht unter- 
sucht) ; die Fr. 11-30 (Chf) 170 mg Substanz dHFl I), die vie1 Nebenprodukte enthielt, die Fr. 31-38 
(Chf rnit 1% Me) 142 mg Substanz tHF2r (+ aHF1i) und Nebenprodukte), die Fr. 39-42 (Chf 
mit 1,5% Me) 73 mg Substanz H F 3  (65) (+ aHF2r + Digitoxigenin + Nebenprodukte), die Fr. 
43-50 (Chf rnit 2% Me) 590 mg Digitoxigenin (+ Nebenprodukte), die Fr. 51-57 240 mg Uzari- 
genin (+ Nebenprodukte), die Er. 58-59 24 mg Substanz H F 4  (67) (+ Uzarigenin + Nebenpro- 
dukte), die Fr. 60-65 70 mg Substanz H F 5  (68) (+ Nebenprodukte), die Fr. 66-74 (Chf + 3% Me) 
540 mg Monosid b (+ Nebenprodukte), die Fr. 75-100 3,7 g Monosid b, die Fr. 101-117 (Chf mit 
4% Me) 1,64 g der Monoside b und ((el), die Fr. 118-151 (Chf mit 4-7,5y0 Me) 2,8 g Gemische der 
Monoside b, ((cs, g,  k (mit wenig h und f [1]) und die Fr. 152-164 (Chf mit l0-15% Me) 1,65 g 
Monosid e (+ Nebenprodukte). 

Aus den oben erwahnten 67 g des Getnisches der Monoside wurden insgesamt erhalten (jeweils 
aus An kristallisiert): 60 mg Substanz tHF7a (feine Nadelchen) vom Smp. 188-192", 90 mg 
Substunz t H F 2 r  (Nadelchen) vom Smp. 217-252", 30 mg Substanz H F 3  (Nadelchcn) vom Smp. 
215-236" (= y-Digiprogenin), 7 mg Substunz H F 4  (Nadelchen) vom Smp. 186-196" und 13 mg 
Substanz H F 5  (Nadelchen) vom Smp. 230-241 '. 

6,l  g Monosidgemisch, das die Monoside b, B C B ,  g und k sowie wenig h und f enthielt, wurden 
iiber eine rnit Chf bereitete Si0,-Saule von 350 g chromatographiert. Fr. zu 250 ml, je 8 Std. Die 
Fr. 1-5 gaben keinen Eindampfruckstand. Die Fr. 6-21 (Chf rnit 1% Me) enthielten 290 mg Ge- 
mische der Monoside ((CI), g, f, h, die nicht weiter untersucht wurden. Die Fr. 27-34 (Chf mit 1,5% 
Me) enthielten 1070 mg der Monoside g und k, die Fr. 35-38 1430 mg der Monoside g und k (+ et- 
was Monosid ((a))), die Fr. 39-63 (Chf rnit 1,5-2y0 Me) 1 g Gemisch der Monoside g, k, 1, m (+ wenig 
f, h und e), die Fr. 64-69 735 mg Gemisch der Monoside 1, m, e (+ wenig f und h) und die Fr. 70-89 
(Chf rnit 4-8% Me) 1,37 g Gemische, die nicht mehr untersucht wurden. - Die Fr. 27-34 gaben 
aus An-A 167 mg feine Nadelchen des Monosids k (53) vom Smp. 171-190" [nach DC (MekW und 
E-Me-(99:1) noch etwas Monosid g enthaltend]. Aus den Fr. 35-38 wurden durch mehrmaliges 
Umkristallisieren aus An-A 850 mg angereichertcs Monosid g erhalten. Die Fr. 6 4 4 9  gaben nach 
Zmaligem Umkristallisieren aus An-A 200 mg Kristallkroner, die nach DC [E-Mc-(99: l)] die Mo- 
noside m und 1 enthielten. 

Die 200 mg Gemisch der Monoside m uud 1 wurden, in E-Me-(99 : 1) gelost, auf eine Saule von 
100 g Si0, (mit E-Me-(99: 1) bereitet) gegeben. Fr. zu 18 ml je 30 Min. Die Fr. 1-30 wurden ver- 
worfen. Die Fr. 31--39 gaben 34 mg rohes Monosid I (59). Aus An-A 25 mg Kristallpulver vom 
Smp. 206-210". Nach DC [E-Me-(99: l)] einheitlich. Aus ML von 1- und m-haltigen Fraktionsruck- 
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standen der obigen Verteilungen wurden durch erneute Chromatographie noch 68 mg reines 
Monosid 1 vom Smp. 205-209' erhalten. Die Fr. 4 0 4 9  gaben 11 mg Gemisch (1+ m). Die Fr. 50-80 
enthielten l f 3  mg rohes Monosid m (57).  Aus Me-A 105 mg Prismen vom Smp. 247-252' (Sintern 
ab 243"). Nach DC einheitlich. 

3. Charakterisierung und chemische Untersuchung der genuinen Glykoside 
3.1. Glykosid cA i> ( 1 )  = Uzarigenin-canarobiosid (3) + wenig Xysmalogenin-canarobiosid (4) : 

Smp. 294-304", [m]g = - 51,3" & 2" (Py), KEDDE- und Xanthydrol-Reaktion positiv. Im AgN0,- 
DC [Chf-Me-(85 : 15)] erschien n e b a  dem Hauptfleck ein sehr schwacher Fleck einer polareren 
Substanz, deren Rf-Wert demjenigen von Xysmalogenin-glucosido-canarosid (4) entsprach. 
Die rohe Acetylverbindung 2 (durch Erwarmen in Py-Ac,O auf 80-90" wahrend 2 Std. bereitet) 
wurde an SiO, chromatographiert. Aus Me-E Kristalle vom Smp. 213-218". Nach dem Umlosen 
aus A n d ,  zu Rosetten vereinigte Blattchen vom Smp. 214-220"; [ o L ] ~  = -24,6" 

3.1.1. Enzymatische Spaltung: Monosid ua)) (15). 200 mg Glykosid uAi) wurden in 5 ml Me, 
30 ml An und 65 ml W in der Warme gelost. Die schwach triibe Losung wurde rnit der Losung von 
10 mg Fermentpraparat I in 2 ml W und mit 3 Tr To versetzt, 7 Tage bei 37" stehengelassen und 
dann im Vakuum auf etwa 20 ml eingedampft. Die wasserige Losung wurde erschopfend mit Chf, 
das total 131 mg rohes Monosid saa aufnahm, und dann noch mit Chf-Alk-(4: 1) ausgeschiittelt, 
wobei 35 mg unverandertes Glykosid ((A)) zuriickgewonnen werden konnte. Das rohe Monosid Bat) 
gab aus Chf 112 mg feine Nadeln vom Doppel-Smp. 115-120"/212-230"; nach dem Umlosen aus 
Me-A 96 mg Prismen vom Smp. 235-241". Nach DC [E-Pe-(4:1) und Chf-Me-(95:5)] einheitlich 
und identisch mit dem friiher [l] beschriebenen Monosid a ;  dieses schmolz jetzt bei 225-231" 
(friiher 241-244") ; Misch-Smp. 233-239". Im AgNO,-DC [Mek-Chf-Pe-(70: 15: l5)] war noch 
neben dem Fleck des Monosids a, (siehe oben unter 2.2.) ein sehr schwacher Fleck der polareren 
Substanz a2 sichtbar. Das fruher [l] erhaltene Monosid a zeigte im AgN0,-DC dasselbe Verhalten. - 
Die rnit Chi und Chf-Alk-(4: 1) extrahierte wasserige Phase der Fermentierung wurde im Vakuum 
zur Trockene gebracht. Der Riickstand enthielt nach DC (An) an Zuckern nur Glucose. 

3.1.2. Saure HydroZyse: Uzarigenin (5 )  (etwas (9)-haZtig) und Canarobiose (11) .  255 mg Glykosid 
B A  a wurden in 20 ml Me und 20 ml 0,l N H,S04 40 Min. auf dem Dampfbad unter Riickfluss er- 
hitzt, wobei 48 mg des eingesetzten Glykosids ungelost blieben. Diese wurden nochmals in 5 ml 
Me und 5 ml0 , l  N H,SO, 50 Min. auf dem Dampfbad erhitzt, wobei vollige Losung und Spaltung 
des Glykosids erfolgte. Die beiden Hydrolyselosungen wurden vereinigt, im Vakuum vom Me 
befreit, nochmals 10 Min. auf dem Dampfbad erhitzt und nach dem Erkalten erschopfend rnit 
Chf extrahiert, das nach Waschen mit W, Trocknen iiber Sulfat, Filtrieren Lnd Eindampfen 142 
mg rokes Genin zuriickliess. Dieses wurde an 4 g SiO, aufgeteilt: 38 mg rohes @-Anhydro-uzari- 
genin (7)25) .  das nach dem Umlosen aus Me 20 mg Prismen vom Smp. 255-264" und [ai]2D4 = - 27,7" 

2" (Chf) lieferte, und 78 mg Uzarigenin ( 5 )  (nach AgN0,-DC etwas 9 enthaltend) vom Smp. 
228-242". Die wasserige, rnit Chf ausgeschuttelte, saure Losung gab in1 DC (An) 5 Flecke folgender 
Zucker und Methylglykoside (Reihenfolge entsprechend zunehmender Polaritat) : Canarose- 
methylglykosid (sehr schwach), Canarose (20) (schwach), Canarobiose-methylglykosid (13) 
(starker), Canarobiose (11) (Hauptfleck) und Glucose (schwach). Zur Hydrolyse der Methyl- 
glykoside wurde nochmals 50 Min. auf dem Dampfbad erhitzt. Die noch heisse Zuckerlosung 
wurde mit einem Uberschuss von frisch gefalltem und neutral gewaschenem BaCO, versetzt, 
kurz erwarmt und durch ein mit BaCO, gedichtetes Filter gesaugt. Das klare Filtrat wurde rnit 
einer Spatelspitze BaCO, versetzt und im Vakuum abgedampft. Der Riickstand wurde in Me auf- 
genommen und die Losung durch ein gehartetes Filter filtriert. Eindampfen der klaren Losung 
im Vakuum gab 105 mg Zuckersirup. Dieser wurde in wenig Me und An aufgenommen, wobei er 
kristallisierte: 88 mg dicke, nach DC (An) einheitliche Prismen vom Smp. 200-209". Umlosen 
aus An, das wenig 95-proz. Me enthielt, gab 38 mg Canarobiose (11) vom Smp. 213-221°, 11 mg 
vom Smp. 217-223" und weitere 32 mg Kristalle, die zwischen 205 und 215" schmolzen; [ o L ] ~  = 

+5,3' & 2", bzw. +12,1" f 2" nach 15 Std. (W). 
Canarobiose-methylglykosid (13).  3 g AK I, das an SiO, chromatographiert worden war und 

nur die Glykoside t A s  (1) und eCo (30) enthielt, wurden in 350 ml Me und 350 ml O , ~ N  H,SO, 

25) @-Anhydro-uzarigenin wurde nach Acetylierung rnit authentischem 3-0-Acetyl-B-anhydro- 

2" (Me). 

uzarigenin im AgNO,-DC identifiziert. 
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1 Std. auf dem Dampfbad riickfliessend erhitzt. Die anfangs triibe Losung wurde nach 20 Min. 
klar. Aufarbeitung wie bei der Hydrolyse des Glykosids (<A>) beschrieben. Es wurden 1,67 g 
Aglykonanteil und 1,54 g Zuckersirup erhalten. Der Zuckersirup wurde in wenig Me aufgenommen, 
mit der gleichen Menge SiO, verrieben, dieses im Vakuum getrocknet und auf eine mit 75 g SiO, 
und A bereitete Saule gegeben. Die Fr. 1-18 (A + 10-25% (Mischung))) (36 mg) wurden verwor- 
fen. Die Fr. 19-29 (A + 20% (Mischunga) gaben 654 mg Canarobiose-nzethylglykosid (13). Aus 
Me-A 468 mg feine Nadelchen voni Smp. 194-198"; Umlosen aus Me gab 325 nig Kristalle vom 
Smp. 194-200"; [ a ] g  = + 40,3" & 2" (in 1 Tr W gelost und zu 1 ml Me erganzt) bzw. + 27,9" & 2" 
(W). Die AcetyEverbindung 14 von 13 gab aus A-Pe Blattchen vom Smp. 130-135". Nach Zmaligem 
Umlosen aus An-A Smp. 139-14Z0, nach DC [Chf-An-(g:l)] einheitlich; [a]$ = +45,5" & 2" 
(Chf). - Die Fr. 3 0 4 6  (A + 30% HMischungu) gaben 484 mg Zuckersirup. Nach DC (An) 13 und 
Canarobiose (11). Die weiteren Fr. enthielten zur Hauptsache Digalanidobiose (29) sowie dessen 
Methylglykosid und wurden verworfen. - Das Gemisch von 13 und 11 wurde in 40 ml Me gelost, 
rnit 0,135 ml konz. H,SO, in 10 ml W versetzt und 1 Std. auf dem Dampfbad riickfliessend erhitzt. 
Aufarbeitung wie unter Hydrolyse des Glykosids (I A o beschrieben. Der erhaltene rohe Zuckersirup 
wurde wie oben chromatographiert und gab nochmals einheitliches 13. 

Canarobiose (11) aus Canarobiose-nzethylglykosid (13) .  900 mg 13 (Kristalle und nach DC ein- 
heitliche ML) wurden in 5 ml W gelost, rnit 8 mlO.1 N H,SO, versetzt und 1 Std. auf dem Dampf- 
bad riickfliessend erhitzt. Die Aufarbeitung gab 850 mg Rohzuckersirup, nach DC (An) zur 
Hauptsache Canarobiose (11) neben wenig Canarose (20). Der rohe Zuckersirup wurde in 0.4 ml W 
gelost, rnit 1 ml An und hierauf tropfenweise mit weiterem An versetzt, wobei spontan Kristalli- 
sation in Quadern einsetzte: 510 mg 11 vom Smp. 212-214"; nach DC (An) einheitlich. Umlosen 
aus 1 ml W und 1,5 ml An gab nach 2-tagigem Stehenlassen bei - 10' 263 mg Kristalle vom Smp. 
215-218". - Acetylverbindung 12: 100 mg 11 wurden in 3 ml Py  und 3 ml Ac,O 14 Ctd. bei 37" 
acetyliert. Nach Aufarbeitung 186 mg rohes Acetylierungsprodukt, das iiber 5 g SiO, chromato- 
graphiert wurde. Die Fr. rnit [Bz-Chf-(7:3)] gaben 126 mg, die nach DC [Chf-An-(9:1)] fast ein- 
heitlich waren. Aus A-Pe 82 mg Nadelchen vom Smp. 135-165", nach Umlosen aus An-A-Pe Smp. 
166-175"; [a]? = .- 1,3O & 2" (Chf). Nach DC einheitlich. - Enzyrnatische Spaltung: 1 mg Canaro- 
biose in 0,5 ml W gelost, rnit 0,l mg Fermentpraparat I versetzt, gab nach 17 Std. im DC (An) 
2 Flecke (graublau und gelb) mit den Rf-Werten der Canarose (20) und der Glucose. 

Canarose (20) aus Monosid tar (15).  2 g Monosid ((a)) (nach DC nur die Monoside a, und a, 
enthaltend) wurden in 40 ml An gelost, rnit 40 ml0, l  N H,SO, versetzt, wobei ein Teil der Substanz 
wieder ausfiel, und 1 Std. riickfliessend auf dem Dampfbad erhitzt (klare Losung bereits nach 
15 Min.). Die Aufarbeitung gab 1,43 g rohen Geninanteil und 560 mg rohen Zuckersirup. Dieser 
wurde in wenig An aufgenommen, rnit 2 g SiO, verrieben, dieses im Vakuum vom An befreit und 
auf eine rnit A bereitete Saule von 25 g SiO, gebracht. Die ersten Fr. mit A wurden verworfen. 
Die rnit A (+ 1-2x NMischunga) gewonnenen Fr. gaben 480 mg Eindampfriickstand (nach DC 
An-Chf-(2 : 1) einheitlich), der 12  Std. im Vakuumexsikkator bei 20" getrocknet wurde. Aufnehmen 
in wenig trockenem An, Versetzen rnit trockenem A und Animpfen mit krist. Canarose gab nach 
6 Std. (unter weiterem Versetzen rnit einem An-A-Gemisch) 40 mg Nadelchen vom Smp. 87-96". 
Die ML wurden getrocknet, rnit trockenem Mek aufgenommen und rnit A versetzt: 40 mg Nadel- 
chen vom Smp. 92-99". - 2,4-Dinitrophenylhydrazon (21) von 20. 200 mg reine Canarose (als Sirup) 
wurden in 6 ml Alk gelost, rnit der Losung von 240 mg 2,4-Dinitrophenylhydrazin in 24 ml Alk 
und rnit 0,5 ml AcOH versetzt. Nach Erhitzen wahrend 11/, Std. auf dem Dampfbad wurde das 
Losungsmittel bei 45" im Vakuum abdestilliert. Der erhaltene Riickstand wurde in 2,4 ml Alk 
gelost, mit 4,8 ml A und 12 ml Pn versetzt und bei 20" stehengelassen: 41 mg gelbe Blattchen vom 
Smp. 132-134O und weitere 30 mg Kristalle vom Smp. 128-134". Nach DC [Chf-An-(Z:l)] waren 
beide Kristallfraktionen einheitlich. Die ML wurden an 10 g SiO, chromatographiert: die Fr. (mit 
A + 0,5% thilischungi)) gaben noch weitere 25 mg rohes Zuckerhydrazon, aus denen noch 10 mg 
einheitliche Kristalle vom Smp. 129-132" gewonnen werden konnten. - p'-Nitro-diphenyl-p-sul- 
fonylhydvazon (22) von 20. 30 mg reine Canarose (als Sirup) wurden in 1 ml Acetonitril gelost, 
rnit 40 mg 9'-Nitro-diphenyl-p-sulfonylhydrazid [I21 versetzt und 15 Min. auf 70-80" erwarmt. 
Eindampfen im Vakuum, Aufnehmen des oligen Riickstandes in wenig Me und Zufiigen von etwas 
Chf gab 37 mg farbloses Kristallpulver vom Smp. 107-114" [nach DC (An-Chf-(Z: 1) einheitlich!]. 
Urnlosen aus 2 Tr Me, 5 Tr Chf und 5 Tr A gab 31 mg Kristalle vom Smp. 105-113" (nach DC ein- 
heitlich). Nochmaliges Umlosen aus demselben Losungsmittelgemisch gab 27 mg leicht gelb ge- 
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farbte Kristalle vom Smp. 103-113" (nach DC neben Hauptsubstanz geringe Menge eines polareren 
Zersctzungsproduktes !) . 

3.2. Glykosid B = Digitoxigenin-glucosido-digitoxosid (= Gluco-evatromonosid (23). Nach 
nochmaligem Umkristallisieren aus Me-An kleine weisse Kristalle, Smp. 262-266*, [a]: = - 1,O" 
f lo  (Me), KEDDE- und Xanthydrol-Reaktion positiv; Misch-Smp. mit Gluco-evatromonosid 
(23)12) vom S i p .  263-266": 260-264"; im DC [MekW und Chf-Me-(9:1)] ein einziger Fleck. - 
Acetylverbindung (24) : 239 mg Glykosid B wurden in 4 ml Py gelost, die Losung mit 2 ml Ac,O 
versetzt, 16 Std. bei 37" stehengelassen und noch 30 Min. auf 80" erwarmt. Das nach ublicher Auf- 
arbeitung erhaltene Rohprodukt wurde an 8 g SiO, chromatographiert. Die Hauptmenge der 
Acetylverbindung liess sich rnit Chf und Chf-Me-(99: 1) eluieren und gab nach 2maligem Umkri- 
stallisieren aus An-A 150 mg rechteckige Plattchen vom Smp. 235-237"; [a]g  = +17,3" f lo 
(Chf). (Enthalt nach DC [Chf-Me-(49: l ) ]  noch sehr wenig einer polareren Substanz (teilweise 
acetyliertes Glykosid B)) . 

3.2 .l. Enzymatische Spaltung: Digitoxigenin-digitoxosid = Monosid b (25) [I] und Glucose. 
103 mg Glykosid B wurden in 2 ml Me, 5 ml An und 30 ml W gelost, rnit 5 mg Fermentpraparat I 
in einigen Tr W und mit 3 Tr To versetzt und 2 Tage bei 37" stehengelassen. Bei der Aufarbeitung, 
wie unter 3.1.1. beschrieben, wurden 63 mg Monosid b und 40 mg rohe Glucose erhalten. Das 
Monosid b gab aus An-A 37 mg kleine prismatische Kristalle vom Smp. 202-207", die nach DC 
[Chf-Me-(97 : 3) und E-Pe-(4: l ) ]  einheitlich waren. Die Mischprobe rnit Monosid b [l] vom Smp. 
205-210" schmolz ohne Depression und gab im DC nur einen Fleck. (Die Acetylverbindung 26 
schmolz bei 212-217"; die Mischprobe rnit der Acetylverbindung des Monosids b [l] schmolz ohne 
Depression und gab im DC [Chf-Me-(97 : 3)] nur einen Fleck.) - Die rohe Glucose wurde durch wieder- 
holtes Aufnehmen in Me, Blankfiltrieren und Eindampfen im Vakuum gereinigt, in 2 Tr Me gelost 
und mehrere Tage bei - 10" stehengelassen, wobei sich Kristalle vom Smp. 142-146" abschieden; 
die Mischprobe rnit Glucose (Smp. 143-148") schmolz bei 142-147" und gab im DC (An) nur einen 
Fleck. 

3.2.2.  Saure Hydrolyse: Digitoxigenin (27) und Digilanidobiose (29). 160 mg Glykosid B wurden 
in 5 ml Me gelost, mit 5 ml0,l N H,SO, versetzt und 40 Min. auf dem Dampfbad unter Ruckfluss 
erhitzt. Nach Verdampfen des Me im Vakuum wurde die wasserige Losung erschopfend mit Chf 
ausgeschuttelt. Die Chloroformausztige gaben nach tiblicher Aufarbeitung 85 mg rohes Digitoxi- 
genin und daraus nach 2maligem Umlosen 30 mg Prismen vom Smp. 248-253'. - Die wasserige, 
mit Chf ausgeschuttelte saure Losung der obigen Hydrolyse wurde rnit frisch gefalltem BaCO, 
versetzt, kurz erhitzt und abgenutscht. Das Filtrat wurde rnit einer Spatelspitze frisch gefalltem 
BaCO, versetzt und im Vakuum vollig eingedampft. Der Ruckstand wurde in wenig Me gelost, 
blankfiltriert, im Vakuum bis zum Sirup eingeengt und rnit An-& versetzt, wobei allmahlich 
Kristallisation einsetzte. Umlosen aus Me ergab 22 mg Prismen vom Smp. 211-217", die nach DC 
(An) einheitlich und identisch mit Digilanidobiose waren; Misch-Smp. mit authentischer Digilani- 
dobiose (Smp. 219-225") : 212-219". 

3.3. Glykosid (1 CD (30) = Uzarigenin-digilanidnbiosid (32) -i- wenig Xysmalogenin-digilanido- 
biosid (33): Smp. 230-245", [a]g = - 14,9O f 2" (Me), KEDDE- und Xanthydrol-Reaktion 
positiv. - Acetylverbindung 31: 100 mg Glykosid tCr wurden in 2 ml Py gelost, rnit 1 ml Ac,O ver- 
setzt und 111, Std. auf 80" erwarmt. Nach ublicher Aufarbeitung 130 mg rohe Acetylverbindung, 
die im DC [E-Pe-(4: 1) und Chf-Me-(24: l)] neben einem Hauptfleck noch einen sehr schwachen 
Fleck einer polareren Substanz gab. Aus An-A 94 mg Prismen, die sich im DC wie das Rohprodukt 
verhielten. Nach Zmaliger chromatographischer Auftrennung an 2 g SiO, waren die aus den Elua- 
ten mit Chf-Me-(99: 1) gewonnenen Eindampfriickstande (37 mg) im DC einhcitlich. Aus An-A 
28 mg farblose Prismen vom Smp. 214-217"; [a]g  = + 15.4' 5 2' (Chf). 

3.3.1. Enzymatische Spaltung: Monosid HC)) (34) und Glucose: 50 mg Glykosid uC* wurden in 
1,25 ml Me, 7,5 ml An und 16,25 ml W, das 3 mg Fermentpraparat I enthielt, gelost, mit 2 Tr To 
versetzt und 3 Tage bei 37" stehengelassen. Nach Zugabe weiterer 3 mg des Enzympraparates 
wurde nochmals 3 Tage bei 37' stehengelassen. Hierauf wurde die Losung im Vakuum auf etwa 
15 ml konzentriert, mehrmals mit Chf ausgeschuttelt, dieses rnit W gewaschen, iiber Natriumsulfat 
getrocknet, filtriert und im Vakuum abgedampft. Der Ruckstand (38 mg) gab aus An-A 20 mg 
feine Nadeln vom Smp. 221-230": Monosid UCI) [l]. Die mit Chf ausgeschuttelte wasserige Phase 
wurde im Vakuuni vollig verdampft. Der Riickstand enthielt nach DC (An) an Zuckern nur 
Glucose. 
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3.3.2. Saure Hydrolyse: Uzarigenin (5 )  (etwas 9-haltig) und Digilanidobiose (29) .  Eine Losung 
von 126 mg Glykosid UCD in 6 ml Me wurde mit 6 mi 0 , l ~  H,SO, versetzt und 50 Min. unter 
Riickfluss auf dem Dampfbad erhitzt. Nach Abdampfen des Me im Vakuum wurde die wasserige 
Losung mit Chf erschopfend extrahiert, dieses mit W gewaschen, iiber Na,S04 getrocknet, filtriert 
und im Vakuum eingedampft: 67 mg rohes Uzarigenin, das nach AgNO,-UC [E-Chf-Mc-(5 : 10 : l)] 
noch etwas 9 und 7 enthielt. 2maligcs Umlosen aus Me-A gab 32 mg farblose Prismen vom Smp. 
226-248", die noch etwas 9 enthielten. - Die wasserige, mit Chf erschopfte Losung wurde mit 
frisch gefalltem und neutralgewaschenem BaCO, versetzt, erwarmt und filtriert. Das neutralc 
Filtrat wurde mit einer kleinen Menge BaCO, versetzt, im Vakuum eingedampft, der Ruckstand 
in Me aufgenommen, blankfiltriert und im Vakuum konzentriert : 28 mg Kristalle vom Smp. 
209-216", die nach DC (An) identisch mit authentischer Digilanidobiose (Smp. 219-225") waren; 
Misch-Smp. 211-220". 

3.4. Glykosid D = Uzarigenin-glucosido-fucosid (= Cheirosid A [23]) (40) .  Die aus Chf-Me-A 
gewonnenen leicht gelb gefarbten Kristallkorncr vom Smp. 278-285" wurden in Chf-Me-(3 : 2) 
gelost, die Losung wurde mit etwas An versetzt und 2.T. eingedampft, wobei sich ein fiockiger 
Niederschlag bildete, der beim Abkiihlen kristallin wurde. Durch Zusatz von A wurde die Kristalli- 
sation vervollstandigt: feine weisse Nadelchcn vom Smp. 290-295"; [u]g = -22,6" & 2" (Py). 
KEDDE-Reaktion positiv, Xanthydrol-Reaktion negativ. Nach DC [Chf-Me-(4 : 1) und An-Me- 
(9: l ) ]  einheitlich und identisch mit Cheirosid A [23] voni Smp. 287-294", Misch.-Snip. 285-291". - 
Acetylverbindung 41 : Durch Stehenlassen des Glykosids wahrend 3 Tagen in Py-Ac,O-(7 : 5) bei 
37". Aus An-A 10 mg zu Rosetten vereinigte lange Nadelchen vom Doppel-Smp. 154-165"/212- 
222"; [u]: = + 7,7" & 3" (Chf). Nach DC [Chf-Me-(24: l ) ]  fast einheitlich (schwacher Nebenfleck 
einer unpolareren Substanz) ; Misch-Smp. rnit authentischcr Acetylvcrbindung von Cheirosid 
A13) : 150-200"/217-237". 

3.4.1. Enzymatzsche Spaltung. Etwa 1 mg Glykosid D (401 wurde in Me-An-W gelost, mit einer 
Spur Fermentpraparat I versetzt und 4 Tage bei 37" stehengelassen. Im  DC [Chf-Me-(19: l)] war 
ein Fleck rnit dem fur Uzarigenin (5 )  typischen Rf-Wert (sowie Spuren von 40 auf der Startlinie) 
sichtbar. Nach Ausschiitteln der wasserigen Losung rnit Chf gab diese im DC (An) die fur Glucose 
und Fucose typischen Flecke. - Nach enzymatischer Spaltung rnit Strophanthobiase (7 Tage bei 
37") liessen sich in1 DC (MekW) zur Hauptsache Uzarigenin-fucosid (43) (= Desglucocheirosid A 
[23]) neben unveranderteni Glykosid D und wenig Uzarigenin nachweisen. 

3.5. Glykosid E = Uigitoxigena1.1-glucosido-glucomethylosid (44). Das durch nochmaliges Um- 
iosen aus Me-An-A erhaltene weisse Kristallpulver schmolz bei 255-261"; [ajg = -4,O" & 2" 
(Me). KEDDE-Reaktion positiv, Xanthydrol-Reaktion negativ. Die Mischprobe mit authentischem 
44 [25] gab im DC [MekW und Chf-Me-(S : l)] nur einen Fleck und schmolz bei 252-259"14). - Die 
Acetylverbindung 45 (durch Erhitzen in Py-Ac,O-(10: 7) wahrend 3 Std. bei 90-80" bereitet) wurde 
an S O ,  chromatographiert. Die mit Chf, das auf 10 ml 2 Tr Me enthielt, eluicrte Substanz gab 
nach 2maligem Umlosen aus Me-A-Pe farblose Plattchen vom Smp. 165-174", die nach DC [E-Chf- 
Bz-(70:15:20)] einheitlich waren; [a]g  = -23,7" f 2" (Chf). 

3.5.1. Enzymatische Spaltung: Monosid e (46) [l]. 50 mg Glykosid E wurden in 0,4 ml Me, 1 ml 
An und 8,5 ml W gelost, mit 3 mg Fermentpraparat I und 2 Tr To versctzt und 5 Std. bei 37" 
stehengelassen. Durch Ausschiitteln mit Chf liessen sich 33 mg Substanz gewinnen, die nach DC 
[Chf-Me-(19: l ) ]  neben dem Monosid e bereits Spuren von Digitoxigenin enthielten. Bei der Chro- 
matographie an 1 g SiO, wurden mit Chf-Me (auf 5 ml Chf 12 Tr Me) 21 mg eluiert. Aus An-k 12 mg 
Plattchen vom Smp. 220-225", die im DC [E-Pe-(85 : 15)] einheitlich waren und sich gleich wie das 
Monosid e [l]  (das Praparat schmolz jetzt bei 195-205"/212-217") verhielten; Misch-Smp. 203"/ 
214-217". - Die w-asserige, mit Chf extrahierte Fermentierungslosung wurde im Vakuum einge- 
dampft. Der Ruckstand gab im DC [An-Chf-(4:1)] einen starken Fleck (= Glucose) und einen 
schwachen Fleck (= Glucomethylose). Eine Probe des Glykosids E wurde wie oben aber 3 Tage ( ! ) 
enzymatisch gespalten. Die Enzymlosung enthielt nach dieser Zeit praktisch neben den beiden 
erwahnten Zuckern nur noch Digitoxigenin, das durch Ausschutteln rnit Chf isoliert wurde (aus 
An-A Prismen vofn Smp. 240-249"). 

3.6. Glykosid NG n = Digitoxigenin-4'( ? )-glucosido-2'-acetyl-glucome~hylos~~ (48) za) : Smp. 
176-180", [a15 = - 10,3" & 1" (Me), KEDDE-Reaktion positiv, Xanthydrol-Realation negativ. - 

2E) Enthalt stets wenig des Glykosids K (52) 
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Acetyluerbindung 45: 49 mg Glykosid N G D  wurden in 1 ml Py und 0,7 ml Ac,O 11/, Std. bei 90" 
erhitzt. Die rohe Acetylverbindung enthielt nach DC [Chf-Me-(49: 1) bzw. E-Chf-Bz-(7: 2 :  l)] 
noch ein wenig einer unpolareren Substanz (= Acetylverbindung des Glykosids K ,  siehe weiter 
unten), die nach Chromatographie an SiO, und mehrmaligem Umkristallisieren fast vollig abge- 
trennt werden konnte. Die Acetylverbindung 45 gab aus Me-W rechteckige Blattchen vom Smp. 
167-174"; [m]g = - 21,0° f 2" (Chf). Die Mischprobe rnit der Acetylverbindung des Glykosids E 
(vom Smp. 165-174") gab im DC [Chf-Me-(49: 1) und E-Chf-Bz-(7 : 2 : l)] einen einzigen Fleck und 
schmolz bei 168-176". 

3.6.1. Enzymatische Spaltung: Monosid g (49). 140 mg Glykosid tGo wurden in 1 ml Me gelost, 
mit 4 ml An, 10 ml W und der Losung von 10 mg des Fermentpraparates I1 in 5 ml W sowie 3 
Tr To versetzt und 8 Std. bei 37" stehengelassen. Hierauf wurde im Vakuum bei etwa 60" auf 
1,5 ml konzentriert, 5mal mit Chf ausgeschuttelt und dieses uber Na,SO, getrocknet, filtriert und 
eingedampft : 105 mg Rohprodukt, das aus An-A-Pe kristallisierte. Nach 2maligem Umlosen aus 
An-A-Pe 63 mg kleine Drusen des Monosids g vom Smp. 224-232'. Nach DC [Chf-Me-(95 : 5) und 
E-Me-(99: l)] einheitlich. 1R.-Spektrum (in Chf) : 2,79 und 2,91 p (HO-Banden) ; 5,6 p (Schulter) 
und 5,72 p (Carbonylbanden); 6,12 p (Schulter) und 6,17 p (Doppelbindung); 8,O-8,3 p (Ester). 
PR.-Spektrum siehe Fig. 1. Die Mischprobe rnit dem friiher [l] beschriebenen Monosid g (das 
Praparat schmolz jetzt bei 218-2Z5°) gab im DC nur einen Fleck und schmolz bei 219-227'. Die 
ML gaben im DC neben dem Fleck des Monosids g noch einen Fleck des Desacetylproduktes von 
g = Monosid e (46), sowie einen Fleck der direkt unterhalb desjenigen des Monosids g lag: Monosid 
k (53). - Acetylverbindung 47 uon 49: 24 mg Monosid g wurden in Py-Ac,O-(10: 7) 11/, Std. bei 80° 
acetyliert. Die rohe Acetylverbindung (29 mg) gab aus An-A 16,5 mg glanzende Blattchen vom 
Smp. 240-248O, die nach DC [Chf-Me-(19 : l)] einheitlich und identisch rnit der Acetylverbindung 
47 des Monosids e waren; Misch-Smp. rnit authentischer Substanz (vom Smp. 232-246") [l]: 

3.7. Glykosid J = Digitoxigenin-glucosid (SO). Umlosen aus Me gab flache Blattchen vom Smp. 
245-250"; [m]g = - 5,O" f 2" (Chf). KEDDE-Reaktion positiv, Xanthydrol-Reaktion negativ. 
Die Mischprobe mit authentischem Digitoxigenin-glucosid [26] 12) (Smp. 233-242') schmolz bei 
232-245" und gab im DC (MekW und Chf-Me-[9: l)] einen einzigen Fleck. - Acetylverbindung 51: 
Das rohe Acetylierungsprodukt gab aus An-A-Pe feine Nadelchen vom Smp. 172-182"; [m]g = 
-6,7" & 2' (Chf). Nach DC [Chf-Me-(49:1)] einheitlich. 

3.7.1. Enzymatische Spaltung. 2 mg Glykosid J wurden in 0,l ml An und 1 Tr Me gelost, mit 
der Losung von 0,l mg Fermentpraparat I in 0,4 ml W versetzt und 7 Std. bei 37" stehengelassen. 
Nach dieser Zeit war nach DC [Chf-Me-(97 : 3)] die Spaltung vollstandig. Der Chf-Extrakt gab im 
DC [Chf-Me-(24: l ) ]  nur einen Fleck rnit dem Rf-Wert des Digitoxigenins. Die wasserige Phase der 
enzymatischen Spaltung enthielt nach DC (An) an Zuckern nur Glucose. 

3.8. Glykosid K = Digitoxigenin-glucosido-canarosid (52) und Glykosid E (44) durch Veyseifung 
von Glykosid tGa. Die Losung von 150 mg Glykosid H G D  in 3,5 ml Me wurde rnit 1,25 ml 2-proz. 
NH,-Losung versetzt und 10 Tage bei 37" stehengelassen. (Nach den ersten 5 Tagen war noch 
0,75 ml2-proz. NH,-Lijsung zugegeben worden.) Die Losung wurde im Vakuum abgedampft, und 
der Ruckstand (143 mg Schaum), in 0,5 ml Me, 10 ml EW und 1 2  Tr W gelost, auf eine Saule von 
4 4  g Si0,-W (36 g SiO, + 8 ml W), die rnit EW bereitet worden war, gegeben. Mit EW + 0.5% 
Me wurden zunachst 9 mg rohes Glykosid K und hierauf 4 mg Glykosidgemisch eluiert. KEDDE- 
und Xanthydrol-Reaktion waren positiv. Die Hauptmenge des aus Chf-Me kristallisierten 52 
schmolz bei 247-253". Eine kleine Kristallfraktion (2 mg) hatte den Smp. 260-264"; [u]g = - 20" 
f 7" (Py). Die rohe Acetyluerbindung won 52 gab im DC [E-Bz-Chf-(12:5:3)] nur einen einzigen 
Fleck mit dem Rf-Wert der unpolareren Substanz, die in der Acetylverbindung des Glykosids G 
im DC nachgewiesen wurde (s. unter 3.6.). - Die Eindampfriickstande der rnit EW + 3% Me 
gewonnenen Fr. wogen 110 mg. Aus Me-d 68 mg kugelige Kristalle vom Smp. 249-254", die nach 
dem Umlosen aus Me-A bei 251-254' schmolzen; [m]$ = - 5,s" f 2" (Me). Die Mischprobe mit 
dem Glykosid E (44) vom Smp. 255-261' (siehe oben) gab im DC [MekW und Chf-Me-(9: l)] einen 
einzigen Fleck und schmolz bei 254-262". 

3.8.1. Enzymatische Spaltung: Monosid k (53). Eine kleine Probe des Glykosids K wurde, wie 
beim Glykosid J beschrieben, rnit Fermentpraparat I abgebaut. Der Chloroformauszug (= Mono- 
sidanteil) gab im DC [E-Me-(99: l)] einen Fleck rnit dem Rf-Wert des Monosids k (siehe unten). 
Die wasserige Phase der Fermentierung enthielt nach DC (An) an Zuckern nur Glucose. 

243-249". 

86 
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3.8.2. Saure Hydrolyse im MikromaDstab in M e - 0 , l ~  H,SO,-(l: 1) gab als Geninanteil 
(= Chloroformauszug) nach DC [Chf-Me-(24: I)] Digitoxigenin (+ Spur Anhydro-digitoxigenin), 
als Zuckeranteil (wasserige Phase) im DC (An) Canarobiose (11) und wenig Methylcanarobiosid (13), 
sowie Spuren von Canarose und Glucose. 

3.9. Glykosid M = Gitoxigenin-glucosido-digztalosid (= Digitalinurn verum) (55) : KBrniges 
Kristallpulver vom Smp. 233-236", KEDDE-Reaktion positiv, Xanthydrol-Reaktion negativ, 
[z]g = + 3,7" & 2" (Me). Die Mischprobe rnit authentischem Digitalinum verum (Smp. 222-227') 
schmolz bei 225-232" und gab im DC [Chf-Me-(4: 1) und MekW] nur einen Fleck, der im UV. blau 
fluoreszierte. Die rohe Acetylverbindung 56 wurde durch Chromatographie a n  SiO, gereinigt. 
2maliges Umlosen aus Me-A und An-Bz gab feine Nadelchen vom Smp. 151-172'; [a]g  = 
- 16,5" f 2" (Chf). Die Mischprobe rnit authentischem 56 (Srnp. 173-180") schmolz bei 152-180"/ 
220-225" und gab im DC [E-Chf-Bz-(7:2: 1) und Chf-Me-(97:3)] nur einen Fleck. 

3.9.1, Enzymatische Spaltung. Eine im MikromaDstab rnit den1 Fermentpraparat I wahrend 
eines Monats behandelte Probe des Glykosids M blieb unverandert. Das Fermentpraparat I1 da- 
gegen spaltete im Laufe dieser Zeit etwa 40% des Glykosids. Der Chf-Auszug gab im DC (MekW) 
2 Flecke mit den Kf-Werten des Strospesids (57) bzw. des Gitoxigenins. Die wasserige Phase der 
Fermentierung enthielt nach DC (An) an Zuckern Glucose und etwas Dzgitalose. 

4. Charakterisierung und chemische Untersuchung der nach Fermentierung 
gewonnenen Monoside und Aglykone 

4.1. Monosid a, = Uzarigenin-canarosid (16): Smp. 232-235', [a]g  = -24,l" & 2" (Me). - 
Acetylverbindung 17: 70 mg Monosid a1 wurden in 1,0 ml P y  und 0,7 ml Ac,O 16 Std. bei 37" 
stehengelassen. Das Rohprodukt (78 mg) gab aus Me-A 60 mg weisse Nadelchen vom Smp. 
260-270'. Nach dem Umlosen aus Me-A Smp. 265-270", [a]g  = - 12,3" f 2" (Chf). Nach AgN0,- 
DC [An-Pe-(3 : 7)] einheitlich. - Saure Hydrolyse: Eine Probe des Monosids a, wurde in An-0,l N 

H,SO,-(l: 1) 30 Min. auf 80" erhitzt. Der Chf-Teil enthielt nach AgN0,-DC [Chf-E-Me-(10: 5: l ) ]  
nur Uzarigenin (5). die wasserige Phase nach DC [An-Chf-(Z:l)] nur Canarose (20). 

4.2. Monosid a2 = Xysmalogenin-canarosid (18):  229-234", [a]g = -25,8 & 2" (Me). - 
Acetylverbindung 19 (wie unter 4.1. bereitet). Aus Me-A weisse Nadelchen vom Smp. 264-270°, 
nach dem Umlosen aus Me-A Smp. 265-269"; [m]E = - 17,5' & 2" (Chf). Nach AgN0,-DC [An- 
Pe-(3: 7)] einheitlich. - Saure Hydrolyse (wie unter 4.1. beschrieben) : Der Chf-Teil enthielt nach 
AgN0,-DC [Chf-E-Me-(10: 5 : l ) ]  nur Xysmalogenin (9) und die wasserige Phase nach DC [An-Chf- 
(2:l)l  nur Canarose (20). 

4.2.1. Auftrennung des Geningemisches aus Monosid @a) )  (15) in Uzarigenin (5 )  und Xysmalo-  
genin (9 ) .  820 mg Geningemisch aus 5 und 9 (erhalten durch milde saure Hydrolyse von tao), 
gelost in 50 ml Chf-Isop-(95:5), wurden auf eine Saule von 500 g AgN0,-SiO,, die rnit Chf-Isop- 
(95:s) bereitet worden war, gegeben. Fr. zu 50 ml pro 11/, Std. Die Fr. 1-19 (enthielten Anhydro- 
uzarigenin und Anhydro-xysmalogenin sowie Uzarigenin) wurden verworfen. Die Eindampfriick- 
stande der Fr. 20-30 gaben aus Chf-Me-(4: 1) 570 mg Uzarigenin in Prismen vom Smp. 227-240°, 
nach AgN0,-DC [E-Chf-Me-(5:lO: l)] einheitlich. - Fr. 31 war eine Misch-Fr. Die Eindampfriick- 
stande der Fr. 3 2 4 8  gaben aus Chf-Me-(4: 1) 60 mg Prismen vom Smp. 230-250". Nach AgN0,- 
DC einheitlich. Nach dem Umlosen aus Chf-Me-(4:1) 39 mg Xysmalogenin vom Smp. 223-246O; 
[a]g = + 16,7" f 2" (Me). Die aus einheitlichen ML von 9 bereitete Acetylverbindung 10 gab aus 
Me-A Nadeln vorn Smp. 259-266O (Sintern bei 255'); [m]g = - 10,l" & 2" (Chf). Nach AgNO, 
DC [Chf-Me-(99: l ) ]  einheitlich. 

4.3. Monosid c1 = Uzarigenin-digitoxosid (35). Das Monosid c1 vom Smp. 217-225" wurde aus 
An-A umgelost und schmolz dann bei 221-226'. Nach AgN0,-DC [Mek-Chf-Pe-('?O: 15: 15)] ein- 
heitlich; Misch-Smp. rnit dem friiher [l] beschriebenen Monosid c (Smp. 239-243") : 224-241". - 
Die saure Hydrolyse im MikromaDstab gab nach AgN0,-DC [Chf-E-Me-(10: 5 :  l)] Uzarigenin und 
nach DC [An-Chf-(Z: l)] Digitoxose. 

4.4. Monosid c, = X'ysmalogenin-digitoxosid (37). Das Monosid c, vom Smp. 231-236' zeigte 
[a]$ = - 15,7' & 2' (Me). - Die Acetylverbindung 38 gab aus Chf-A farblose Nadelchen vom 
Smp. 244-250"; nach dem Umlosen aus Me-A Smp. 242-250"; [a]? = + 6,6" & 2" (Chf). Enthalt 
nach AgN0,-DC [An-Pe-(S :7)] noch sehr wenig 36. - Saure Hydrolyse im MikromaBstab gab nach 
AgN0,-DC [Chf-E-Me-(10 : 5 : l)] Xysmalogenin und eine Spur Uzarigenin, sowie nach DC [An- 
Chf-(2 : l)] Digitoxose. 



Volumen 50, Fasciculus 5 (1967) - No. 136 1363 

4.5. Monosid k = Digiloxigenin-canarosid (53). Das bei der Chromatographie unter 2.4. er- 
haltene rohe, noch etwas Monosid g enthaltende Monosid k vom Smp. 171-190" wurde mehrmals 
aus An-B umgelost und gab Nadelchen vom Doppel-Smp. 150-160"/182-192". 70 mg Monosid k 
wurden in 1,5 ml Me gelost, rnit 0.6 ml2-proz. NH,-Losung versetzt und 24 Std. bei 37" stehen- 
gelassen. Die Reaktionslosung gab im DC [Chf-Me-(9: l)] neben dem Fleck des Monosids k noch 
einen sehr schwachen Fleck vom gleichen Rf-Wert wie der des Monosids e. Nach Verdampfen des 
Me im Vakuum wurde rnit etwas W versetzt und hierauf rnit Chf ausgeschiittelt: 68 mg Rohpro- 
dukt, das an 2 g SiO, chromatographiert wurde. Die das Monosid k enthaltenden Fr. (Chf rnit 20 
Tr Me auf jeweils 10 ml) wurden vereinigt, eingedampft und der erhaltene Ruckstand aus An 
umgelost : feine Nadelchen vom Smp. 184-196" (manchmal aber auch vom Doppel-Smp. 145-150°/ 
184-196"); [a]g = -13,8" f 2' (Me). Nach DC [Chf-Me-(99:1)] rein. - Acetylverbindung 54. 
25 mg Monosid k wurden in Ac,O-Py bei 80-90' 1 Std. acetyliert. Das rohe Acetylierungsprodukt 
(28 mg) wurde 2mal aus An-k-Pe umgelost und gab zu Rosetten vereinigte Nadeln vom Smp. 
216-226'. Nach nochmaligem Umlosen Smp. 205-217"; [a]? = -9,9" & 2' (Chf). Nach DC 
[E-Pe-(4: 1) und Chf-Me-(97 : 3)] einheit1ich.-Milde saure Hydrolyse von 50 mg Monosid k gab 37 mg 
rohes Digiloxigenin; aus An Prismen vom Smp. 243-251'; nach DC [Chf-Me-(24:1)] rein. Aufar- 
beitung der wasserigen sauren Phase der Hydrolyse (wie unter 3.1. beschrieben) gab 13 mg rohen 
Zucker; nach DC [An-Chf-(Z:l) und E-Me-(99:1), 3mal entwickelt!] reine Canarose (20). - 
Canarose-2,4-dinitropltenyZhydrazon (21) : 10 mg Zuckersirup wurden rnit 12 mg 2,4-Dinitrophenyl- 
hydrazin (s. unter 3.1.2.) umgesetzt. Das rohe krist. Hydrazon vom Smp. 130-133" ergab aus 
Alk-A Blattchen vom Smp. 132-134". Die Mischprobe rnit dem oben beschriebenen Canarose-2,4- 
dinitrophenylhydrazon (Smp. 132-134") schmolz bei 131-135" und gab im DC [An-Chf-(Z : l)] 
nur einen Fleck. 

4.6. Monosid I = Giloxigenin-nzonodiloxosid (= Gitosid [29] oder Gitovosid 1291) (59). Das 
Monosid 1 vom Smp. 206-210" ergab aus An-A Kristallkorner vom Smp. 209-214"; [a]$ = + 8,8" 
& 2" bzw. + 7,4" f 2' (Alk bzw. Me). Die Mischprobe rnit authentischem Gitoxigenin-monodigi- 
toxosidl*) (Smp. 209-212°) schmolz bei 205-210" und gab im DC [EE-Me-(99:1)] nur einen Fleck, 
der im UV.-Licht blau fluoreszierte. - Die Acetylverbindung 60 wurde aus einem nicht ganz ein- 
heitlichen Praparat hergestellt und durch Chromatographie an SiO, gereinigt. Aus Me-W-Pe 
Blattchen vom Smp. 188-193"; [ajh3 = - 0,8" f 2" (Chf). Die Mischprobe mit der aus authenti- 
schem Gitorosidls) hergestellten Acetylverbindung (Smp. 185-192') schmolz bei 187-195" und 
gab im DC [Chf-Me-(97 : 3)] einen einzigen Fleck. - Die saure Hydrolyse im MikromaOstab gab 
Giloxigenin sowie Digitoxose (beide im DC nachgewiesen). 

4.7. Monosid m = Gitoxigenin-digitalosid (= Strospesid) (57). Smp. 247-252' (Sintern ab 
243"), [a]$ = + 16,3" f 2" (Me). Die Mischprobe rnit authentischem Strospesid 13)[Smp. 248-253' 
(Sintern a b  243O)I schmolz bei 239-247" und gab im DC [E-Me-(99: 1) und Chf-Me-(9: l)] nur einen 
Fleck, der im UV.-Licht blau fluoreszierte. - Die Acetylverbindung 58 gab aus An-A zu Rosetten 
vereinigte Nadelchen vom Smp. 226-229", nach dem Umlosen Smp. 226-230'; [a]g = -4,O" 
f 2" (Chf). Die Mischprobe rnit authentischer Acetylverbindung des Strospesidsla) (Srnp. 229- 
231") schmolz bei 227-213" und gab im DC (E) nur einen Fleck. 

5. Charakterisierung und chemische Untersuchung der Kedde-negativen Substanzen 
des Monosidgemisches 

5.1. Substanz t H F 7 0  Aus Me-An-k feine Nadelchen vom Smp. 189-190"; [a]g  = -70,7" 
f 2" (Chf). Nach DC [Chf-Me-(99: l ) ,  -(24:1), Bz-Alk-(9: I )  und hi-Pn-(55:45)] und AgN0,-DC 
[Bz-Alk-(9 : 1) und &Pn-(55 : 45)] einheitlich. Xanthydrol-Reaktion negativ. Bei der Gas-Chro- 
matographie (1 m x 0,7 cm; 3% SE 30 auf Chromport XXX/60-80 mesh) keine Auftrennung. 
Im UV. keine selektive Absorption bis 215 nm. - 1R.-Spektrum (in Chf) : 2,56 ,u und 2,9 p (breit) 
(HO-Banden) ; keine CO-Banden. Summenformel (nach MS) C,,H,,O, (416). - Acelylverbindung: 
23 mg nHFlr  wurden in 1,0 ml Py und 0,7 ml Ac,O 48 Std. bei 37" stehengelassen. Das rohe 
Acetylierungsprodukt (26 mg) gab im DC [A-Pn-(1 : 9)] 2 Flecke, wobei derjenige mit kleinerem 
Rf-Wert starker war. Nachacetylierung bei 80" wahrend l'/, Std. gab keine Anderung. Aus Me 
flache Nadeln vom Smp. 148-165". Eine Aufteilung durch fraktionierte Kristallisation war nicht 
moglich. 

Acetyiverbindungen A c - H F l a  und Ac-HFIb .  23 mg rohe Acetylverbindung aus aHFl B 
wurden in Pn-A-(95: 5) gelost und an 6 g SiO, chromatographiert. Fr. zu 10 ml. Die Fr. 1-9 wurden 
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verworfen, die Fr. 10-14 gaben 6 mg Ac-HF l a :  aus Me 3,5 mg flache Nadeln vom Smp. 189-200"; 
nach DC [A-Pn-(95: 5) 2mal entwickelt] einheitlich. Die Fr. 15-16 gaben 2 mg Gemisch, die Fr. 
17-21 15 mg Substanz Ac-HFIb:  aus Me flache Nadeln vom Smp. 155-163"; nach DC einheitlich. 

5.2. Subsfanz uHF2.o gab im DC [A-Me-(49: l)] 2 deutlich voneinander abgesetzte Flecke, 
wobei der rnit grosserem Rf-Wert braun gefarbt (= HF2a) (61) und der mit kleinerem Rf-Wert 
rot gefarbt war (== HF2b) (63). 

Auffrennung von t H F 2 r  in die Substanzen HF2a  und HF2b:  64 mg ((HF2o wurden in Chf-Me 
gelost, rnit wenig SiO, verrieben, im Vakuum getrocknet und auf eine mit A-Pn-(2: 1) bereitete 
Saule von 30 g SiO, gegeben; Fr. zu 50 ml. Die Fr. 1-10 wurden verworfen, die Fr. 11-19 gaben 
15 mg HFZa, die Fr. 20-24 enthielten Spuren Gemische, die Fr. 25-30 (mit reinem A) gaben 42 mg 
HF2b. - HF2a  (61) kristallisierte aus Chf-Me-A in kleinen Nadelchen, Smp. 190-210"; [a]: = 
+ 12,3" & 2" (Me). Nach DC [A-Me-(49: l)] einheitlich. Xanthydrol-Reaktion negativ. Nach MS, 
MG = 332 (CZ1H3,O3). - HFZb (63) gab aus Chf-Me-A kleine Prismen vom Smp. 223-243" (Zers.) ; 
[a]g = + 57,3O & 2" (Py). Nach DC [&Me-(49: l)] einheitlich. Xanthydrol-Reaktion negativ. 
Nach MS: MG = 346 (CzlH3,,04). 

5.2.1. Acefylverbindung von u H F Z J )  und chrolnatographische Auftrennung in Ac-HF2a (62) und 
Ac-HFZb (64). 36 mg uHF2a gaben 40 mg rohe Acetylverbindung. Diese wurde in etwas Chf gelost, 
mit wenig SiO, verrieben, dieses im Vakuum getrocknet und auf eine mit A-Pn-(l: 1) bereitete 
Saule von 2,5 g SiO, gegeben; Fr. zu 5 ml. Die Fr. 1-2 gaben 11 mgrohes Ac-HF2a (62) in Prismen 
vorn Smp. 173-193OZ7) ; nach DC [A-Pn-(l:l)] einheitlich. 1R.-Spektrum (in CH,Cl,): 2,85 p 
(HO-Bande), 5,80 p und 5,92 p (Carbonylbanden). PR.-Spektrum siehe Fig. 2. MS gibt das MG 
374 (C2.&&04). - Die Fr. 3-5 gaben Spuren Gemisch. Die Fr. 6-13 enthielten 24 mg Ac-HF2b (64) 
vom Smp. 160-205", nach dem Umlosen aus Me-A Blattchen vom Smp. 206-211"; [a]$' = + 57" 
& 2" (Me). Die Mischprobe mit authentischem 6422) (Smp. 206-210") schmolz bei 206-210" und 
gab im DC [A-Pn-(l: 1); A-Pn-(9: 1) ; Chf-Me-(99: l ) ]  nur einen Fleck. 1R.-Spektrum (in CH,Cl,) : 
3,04 p (HO-Bande), 5.72 p, 5,79 p und 5,91 p (Carbonylbanden). P R  -Spektrum siehc Fig. 3. Nach 

5.3. Substanz H F 3  (= y-Digiprogenin) (65).  Umkristallisieren aus Chf-Me-h; gab prismat. 
Nadeln vom Smp. 244-249' (Sintern ab 240") ; [a]E = - 79,8" 2" (Py). Misch-Smp. mit authen- 
tischem y-Digiprogenin (Smp. 245-253", Sintern ab 242") : 247-253" (Sintern ab 241"). 1R.-Spek- 
trum (Nujol) : 2,86 p und 3,04 p (HO-Banden) ; 5,70, 5,84 und 5,91 p (Carbonylbanden). MS gab 
das MG 360 (CZ1Ha8O5). - Die Acefylverbindung 66 gab aus An-A-Pe kleine Nadelchen vom Smp. 
223-238". die nach DC [Chf-Me-(49: l ) ]  nicht ganz einheitlich waren. 

5.4. Substanz H F 4  (67). Umkristallisation aus An-A gab Nadelchen vom Smp. 199-204"; 
[a]g  = 0" 7" (Py). Nach DC [Chf-Me-(9:1)] einheitlich. Xanthydrolprobe positiv. Nach MS: 
MG = 476 (C,,H,07). Der nach saurey Hydrolyse im MikromaDstab (wie bei 4.1. angegeben) er- 
haltene Geninanteil gab im DC [Chf-Me-(9: 1) und A-Me-(49: l ) ]  einen roten Fleck rnit gleichem 
Rf-Wert wie HF2b (63). Die wasserige Phase enthielt nach DC [An-Chf-(Z: l)] Digitoxose. 

5.5. Subsfanz H F 5  (= Purpnigenin) (68 ) :  Aus Me zu Rosetten vereinigte lange Nadeln vom 
Smp. 236-248", [ m ] E  = +26,2" & 2" (Me). Nach DC [Chf-Me-(95:5)] einheitlich. Die Mischprobe 
mit authentischem PurpnigeninZZ) (Smp. 239-247") schmolz bei 237-245" und gab im DC [Chf- 
Me-(19:1) und Chf-E-Me-(lO:5:1)] nur einen Fleck. 1R.-Spektrum (in Nujol): 2,86, 2,90, 2,95 p 
(HO-Banden); 5,59 p (Carbonylbande). Nach MS betrug das MG 348 (CZ1H,,04). - Die Acetylver- 
bindung 69 gab aus A-Pe lange diinne Nadeln vom Smp. 125-129". Umlosen, erst aus Me-W, dann 
aus A-Pe, gab Blattchen vom Doppel-Smp. 127-130"/139-141"; [a]g  = + 13,4" 2" (Chf). Nach 
DC [Chf-Me-(99: 1 ) j  einheitlich. UV.-Spektrum: A,,,: 280 nm (1ogE = 1,78) in Alk. PR.-Spektrum 
siehe Fig. 4. 

SUMMARY 

MS: MG = 388 (CZ3Ha2O6). 

The isolation, characterisation and chemical investigation of the cardiac glycosi- 
des of the dried leaves of Isoplexis isabelliana (WEBB) MASF. are described. 7 gluco- 
sides (B, D, E, J (monoside), K, M, and 1 (monoside) could be obtained in homogenous 
form, 3 others were mixtures ("A" = A, + A,, "C" = C, + C , and "G" = G + K). 
The substances IS (gluco-evatromonoside), D (cheiroside A), E (digitoxigenin-gluco- 

27) Dieses Praparat ging leider wrloren und konnte deshalb nicht nochmals umkristallisiert werden. 



Volumen 50, Fasciculus 5 (1967) - No. 136 1365 

sid0-6-deoxyglucoside)~ 3 (digitoxigenin glucoside) , and M (digitalinum verum) could 
be identified with known substances. The new glycosides are derived from 3 genins: 
digitoxigenin, uzarigenin, and xysmalogenin, which are directly bound to one of the 
following sugars : 6-deoxyglucose, 2-O-acetyl-6-deoxy-~-g~ucose, 2,6-dideoxy-~- 
arabinohexose (= D-canarose), and 2,6-dideoxy-~-ribohexose (= D-digitoxose), ter- 
minated by a glucose unit. - Canarobiose, a new crystalline disaccharide of D-glucose 
and D-canarose, has also been obtained. - Apart from these cardiac glycosides 3 Cz1- 
steroids have been isolated (in addition to the 2 known genins y-digiprogenin and 
purpnigenin), and their structures elucidated. The presence of 2 sapogenins has been 
detected. 

Pharmazeutisches Institut 
der Universitat Basel 
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137. uber die Aldolase aus Dvosophilu melunogaster 
12. Mitteilung iiber Aldolasenl) 

von 0. Brenner -Holzach und F. Leuthardt 
(13. V. 67) 

Im Zusammenhang mit unseren Arbeiten iiber die Biosynthese der Pterine aus 
Drosophila melanogaster [2], besonders uber die Herkunft der Seitenkette im Droso- 
pterin und im Biopterin, interessierte uns die Natur der in den Fliegen vorkommenden 
Aldolase. Schon die ersten Versuche zeigten im Rohextrakt von Puppen eine so grosse 
Aktivitat gegen FDP [3] [4] (20-30 BE/mg Protein) z), dass uns eine weitere Reinigung 
und Charakterisierung des Enzyms als sinnvoll erschien. 

Extruktion der Aldolase: Drosophila-Puppen wurden in 0,l M Tris-Puffer pH 7,2 [5]  
homogenisiert, bei 20 000 UpM zentrifugiert und ergaben im Rohextrakt regelmassig 
eine spezifische Aktivitat von ca. 20-30 BE/mg Protein. Versuche mit 2-proz. Ammo- 

11. Mitteilung: RENSING et al. [l]. 
2, Abkurzungen: BE = BucHER-Einheiten [4], FDP = Fructose-l,6-diphosphat, F-1-P = 

Fructose-1-phosphat, TIM = Trioseghosphat-Isomerase, NADH = reduziertes Nicotylamid- 
Adenin-Dinucleotid. 


