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SUMMARY 

Gas chromatographic determination of 6-deosvhesoses, pentoses alld hesoses o~cardiac 
glvcosides. I. Gas-liquid chromatography on packed columns 

A new, relatively simple and accurate method allows the identification and 
quantification of the monosaccharide components of cardiac glycosides. 

After hydrolysis under standard conditions the trimethylsilyl ethers of digitox- 
ose, cymarose, fucose, rhamnose, 6-deoxyallose, 6-deoxygulose, 6-deoxyglucose, 6- 
deoxyidose, 6-deoxytalose, 3-0-methylglucose, allose, altrose, gulose, idose, glucose, 
mannose, galactose, talose, arabinose, lyxose, ribose and xylose can be identified by 
gas chromatography on OV-101 or OV-17 as stationary phases. The retention times 
of the main peaks of each of the analysed monosaccharides, and the ratios of the peak 
areas of the different anomers were found to be characteristic and of good reproduci- 
bility. 

With phenyl-B-D-glucopyranoside as internal standard the quantification of 
the absolute amount of sugar present in cardiac glycosides of known constitution is 
possible, the recovery after hydrolysis being 7 l-92 %. The method allows determina- 
tion of the composition of the sugar chain in new cardiac glycosides and gives better 
information in a shorter time of analysis than other methods. 

EINLEITUNG 

Die meisten Herzglykoside enthalten ungewijhnliche, sonst in der Natur nur 
selten vorkommende Zucker, die hinsichtlich ihrer Struktur’, Biogenese’4 sowie 
ihres Einflusses auf die Liislichkeit bzw. pharmakodynamischen Eigenschaften einzel- 
ner Substanzen5*6 besonderes Interesse beanspruchen. Da diese Naturstoffe oft nur in 
geringen Mengen isoliert werden kBnnen, ist man fiir die Identifizierung der 
Zuckerkomponente(n) vorwiegend auf chromatographische Vergleiche angewiesen. 
Dafiir hatte man friiher die Papierchromatographie herangezogen, wobei Verwen- 
dung vier verschiedener Fliessmittelsysteme eine eindeutige Sicherung der nach SBu- 
rehydrolyse des Herzglykosides erhaltenen Monosaccharid-Bausteine ermiiglichte7. 
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Eine Verbesserung der Trennung konnte durch Komplexbildung erzielt werden, in- 
dem das Papier mit Boratpuffer’ oder Natriummolybdat* imprggniert wurde; such 
diese Methode war jedoch mit grossem Zeitaufwand verbunden. 

Als bisher einfachstes Verfahren zur eindeutigen Unterscheidung der Zucker- 
komponenten erwies sich eine Kombination von Diinnschichtchromatographie, Pa- 
pierchromatographie und Hochspannungselektrophoreseg. 

Da unserer Arbeitsgruppe in den letzten Jahren die Isolierung einer grossen 
Anzahi neuer Herzglykoside aus Convallaria majalislo*ll, Erysimum clzezi-i12 und Ur- 

ginea maritima13 gelang und die Aufhndung weiterer herzaktiver Verbindungen zu 
erwarten ist, schien es angebracht, eine zeitsparende und weniger umst5ndliche Me- 
thode auszuarbeiten. Wegen des geringen Substanzbedarfes bot sich fiir diesen Zweck 
im besonderen die Gaschromatographie an14. 

Zur Vervollst5ndigung der Resultate sollten neben den in diesen Verbindungen 
htiufig vorkommenden 6-Desoxyhexosen such s%mtIiche Hexosen und Pentosen in 
die Untersuchungen miteinbezogen werden, zumal gerade in letzter Zeit solche Zuk- 
ker in Cardenoliden aufgefunden wurden’O*’ I. 

EXPERIMENTELLES 

Vergleichssubstanren 

D-Arabinose, D-LyxOse, D-Ribose, D-Xylose, D-Allose, D-Altrose, D-Galakto- 
se, D-&dose, D-Glucose, D-Idose, D-Mannose, D-Talose, D-Digitoxose, D-Fucose (6- 
Desoxy-D-galaktose) und L-Rhamnose (6-Desoxy-r_-mannose), Sigma (St. Louis, 
MO, U.S.A.); 6-Desoxy-D-allose, 6-Desoxy-D-gulose; 6-Desoxy-D-glucose, 6-Des- 
oxy-L-idose, 6-Desoxy-r_-talose, 3-O-Methyl-D-glucose: Professor Dr. T. Reichstein, 
Basel, Schweiz). 

Die Glykoside waren isolierte Reinsubstanzen aus Convailaria maja- 

Ii.8 o-l ’ *“A ‘, Erysimum cheiri’ ‘, Adonis vernahl ’ und Ornithogaiunz bouclreanunrlg, 
die Glykoside Sarmentosid A und Strogosid verdanken wir Herm Professor Dr. T. 
Reichstein. 

Zum Vergleich wurden 6-Desoxy-allose aus Strophallosid und Strophanollo- 
sid15 6-Desoxy-gulose aus Desglucocheirotoxol und Perigulosid16, 6-Desoxy-glucose 
aus &ucoallisid”, Fucose aus Cheirosid A I2 Rhamnose aus Thollosid, Lokundjosid 
und Rhodexin A1’vl’, 6-D esoxy-talose aus S&mentosid A und Strogosid, Digitoxose 
aus Helveticosid”, Cymarose aus Cymarinls, Allose aus Bipindogenin-B-D-allosid”, 
GIucose aus Cheirosid A und Glucoallisid 12, Arabinose aus Strophanthidin-/3-D-aIIo- 
methylosido-cr-L-arabinosid” und Xylose aus Glykosid A, lg durch Hydrolyse im 
Mikromassstab hergestellt. 

Als innerer Standard wurde Phenyl-/3-D-glucopyranosid, Fluka (Buchs, 
Schweiz) verwendet. Die Substanzen wurden vor der Einwaage im Hochvakuum 
getrocknet. Alle verwendeten L(isungsmitte1 waren p.A. Qualit& Merck (Darmstadt, 
B.R.D.). 

Gaschrorilatographie 

(I) Varian Aerograph 2740 Flammenionisations detektor (FID); SHule; Py- 
rex 10 ft. x l/4 in. 0-D. x 2 mm I.D.; Trennmaterial: 1.6% OV-101 auf Chromo- 
sorb G AW DMCS (100-120 mesh); Trggergas: Stickstoff 20 ml/min, Wasserstoff 30 
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ml/min., Synthetische Luft 300 ml/min; Temperatur: Injektor 23O”C, Detektor 
240°C; Temperaturprogramm lOO-240°C (2”/min); Empfindlichkeit 32 x 10-l’; In- 
tegrator: Perkin-Elmer SIP- l_ 

(2) Perkin-Elmer F 33/3 (FID); Saule, Pyrex 6 ft. x l/4 in. O.D. x 2 mm I.D.; 
Trennmaterial: 6 % OV- 17 auf Chromosorb W AW DMCS (100-I 20 mesh); Trager- 
gas: Stickstoff 13.5 ml/min, Wasserstotf 30 ml/min, Synthetische Luft 300 ml/min.; 
Temperatur: Injektor/Detektor 225°C; Temperaturprogramm lOO-200°C (2”/min); 
Emplindlichkeit 8 - 10; Integrator: Perkin-Elmer M-2. 

Hydrolyse (M ethode 1) 
0.50-l .OO mg Glykosid wurden in einem Kochglas in 0.3 ml Kiliani-lvlischung 

(3.5 ml Eisessig, 5.5 ml destilliertes Wasser und 1.0 ml konz. Salzstiurezo) gel&t, gut 
verschlossen und 1 h auf 100°C (Trockenschrank) erhitzt. Nach dem Abkiihlen ver- 
dtinnten wir mit dem doppelten Volumen Wasser und extrahierten die wassrige Lo- 
sung zweimal mit je 0.5 ml Chloroform, urn die Aglykon-Artefakte abzutrennen’. Die 
Neutralisation der sauren Liisung erfolgte mit Dowex 44 (Serva, Heidelberg, 
B.R.D.); OH--Form; %ule, 10 x 1 cm I.D. Dem Eluat setzten wir 0.20 mg Standard 
(Phenyl-/l-D-glucopyranosid) in Form einer methanolischen Losung zu und brachten 
unter wiederholtem Zusatz von MethylHthylketon+-Propanol (1: 1) bei max. 40°C 
und unter vermindertem Druck zur Trockene. 

Hydrolyse (Methode 2) 
Bei dieser Methode versetzten wir 0.50-1.00 mg Glykosid mit 2 ml Aceton und 

5 ml 0.05 N Schwefelsaure und erhitzten 2 h auf 95°C. Nach dem Abkuhlen wurde die 
Losung mit Dowex 44 (OH--Form; Saule: 10 x 1 cm I.D.) neutralisiert und nach 
Zusatz von 0.20 mg Standard unter wiederholter Zugabe von Methylathylketon-iz- 
Propanol (1:l) bei max. 40°C und vermindertem Druck in einem 3-ml Reacti-Vial 
(Pierce, Rotterdam, Niederlande) zur Trockene gebracht. 

&niiibrierzozg der freietz Zztcker izz saurer Liisutzg 
Wir l&ten 0.20-0.50 mg Zucker in 0.3 ml Kliani-Mischung und erhitzten 30 

min auf 100°C. Die anschliessende Aufarbeitung erfolgte wie unter K_vdrol>yse (Me- 
thode I ) angegeben. 

&uilibrierztrzg der freietz Zucker izz wiissriger Liiszczzg 
Die iiquilibrierung wurde nach Wulff” ausgefiihrt. Das Abdampfen der w%s- 

rigen Phase erfolgte wie oben. 

Derivatisierzozg 
Das nach Hydrolyse oder Aquilibrierung erhaltene Zuckergemisch &ten wir 

in wasserfreiem Pyridin, wobei fiir 0.20 mg Zucker 100 ~1 Pyridin verwendet wurden, 
und setzten pro 100 ~1 Pyridin 10 ~1 Hexamethyldisilazan und 10 1.11 Trimethylchlorsi- 
Ian (Pierce, Rotterdam, Niederlande) zu 22 Nach gutem Durchschtitteln wurde 1 ,uI _ 
dieser Suspension direkt in den Gaschromatographen eingespritzt. Die Lijsungen 
waren bei Autbewahrung im Exsiccator und Ktihlschrank mindestens drei Tage ver- 
wendbar. 
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Quantitative Bestimmung von Zuckern in Glykosiden 
Die verschiedenen, in w&sriger Losung aquilibrierten Zucker wurden mit 

Standard (204.8 mg Phenyl-@-D-glucopyranosid in 100.0 ml Methanol) versetzt und 
nfe oben weiterbehandelt. Die zur Derivatisierung verwendeten Liisungsmittel- und 
Reagentienmengen wahlten wir so, dass die Substanzkonzentrationen denjenigen der 
Probeneinspritzlosungen entsprachen. Fur die Berechnunti3 wurden folgende gemit- 
telte Standard-Korrekturfaktoren verwendet, da die fur die einzelnen Zucker gefun- 
denen Werte jeweils nur urn t 10 % (rel.) differierten: 2,6-Bisdesoxyhexosen 0.90; 6- 
Desoxyhexosen 0.85; Hexosen und 3-0-Methylhexosen 0.95; Pentosen 1 .O. 

ERGEBNISSE 

Die Gaschromatographie wurde in letzter Zeit haufig zur Identiflzierung und 
quantitativen Bestimmung von Zuckem herangezogen. Zwar miissen die Monosac- 
charide zu diesem Zweck in fltichtige Derivate (z-B_ Trimethylsilyl-(TMS-)Ather’4-3S, 
Acetalditole 35, Methylather3’-3’ oder Trifluoroacetate34*38 ) Cbrrftihrt werden, doch 
wird dieser Nachteil bei weitem durch die erreichbare Trenn!tapazitat und den Zeitge- 
lvinn wettgemacht _ 14*3g Fur die in der vorliegenden Arbeit in erster Linie angestrebte 
Identifizierung der Monosaccharid-Bausteine verschiedener herzwirksamer Glykosi- 
de empfahl sich besonders die Verwendung der TMS-Derivate, welche zum einen 
durch einfache, in kurzer Zeit quantitativ verlaufende Umsetzung hergestellt werden 
kiinnen und zum anderen durch Stabilisierung der anomeren furanoiden, pyranoiden 
bzw. such heptanoiden Formen im Gaschromatogramm charakteristische “finger- 
prints” der einzelnen Zucker ergeben404’, woraus eine zusatzliche Absicherung der 
Analysenergebnisse resultiert. 

Bei der Wahl des gaschromatographischen Trennsystems gingen wir davon aus, 
dass die Trennung einer grossen Anzahl von Hexosen, Desoxyhexosen und Pentosen 
moglich sein sollte. Zu diesem Zweck musste ein Programm iiber einen grossen Tem- 
peraturbereich gewahlt werden, da einerseits eine gute Abtrennung der relativ niedrig 
siedenden TMS-Derivate der Bisdesoxyhexosen vom Losungsmittel und anderseits 
eine gute Auftrennung der hoher siedenden TMS-Hexosen bei moglichst kurzer Ana- 
lysenzeit zu gewahrleisten war. Wegen der hohen Temperaturstabilitat setzten wir 
dazu die Siliconphasen OV-101 bzw. OV-17 ein. 

Da die Erfassung der Monosaccharid-Bausteine von Glykosiden eine saure 
Hydrolyse voraussetzt, wurden such die Vergleichssubstanzen den fiir die Glykosid- 
spaltung notwendigen Hydrolysebedingungen unterworfen. Die Behandlungszeit 
musste in Ubereinstimmung mit Wulff2’ allerdings fiir die freien Zucker herabgesetzt 
werden, urn der Kiliani-Spaltung von Herzglykosiden vergleichbare Bedingungen zu 
schalfen, da ja die freien Zucker sofort den bekannten Zersetzungsreaktionen ausge- 
setzt waren. Vergleichende Untersuchungen von freier und durch saure Hydrolyse 
aus Monoglykosiden gewonnener Glucose, Rhamnose und Fucose ergaben, dass die 
freien Monosaccharide nach halbsttindiger Behandlung mit Kiliani-Mischung die 
gleichen “fingerprints” wie die aus den Glykosiden nach einstiindiger Hydrolyse ge- 
wonnenen Zucker aufwiesen. Wir konnten daher einzelre Zucker, die nur in geringen 
Mengen als Reinsubstanzen zur Verfiigung standen, durch Hydrolyse von Monogly- 
kosiden gewinnen, ohne eine Verftilschun, a der Analysenergebnisse beftirchten zu 
miissen. Fiir den Nachweis der 2,6-Bisdesoxyzucker verwendeten wir ein schonendes 
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Fig. 1. Retentionszeiten der l-MS-Monosaccharide nach saucer Hydrolyse sowie Peakflichenverhahnisse 
der anomeren Formen an OV-101; SIule; Pyrex IO ft. x l/4 in. O.D. x 2 mm I.D., 1.6% OV-101 auf 
Chromosorb G (100-120 mesh); Tragergas; N1. 20 ml/mm; Temperatur: Injektor: 23O’C. Detektor: 
24O’C; Ofen, Programm lOO-240°C (2”/min). CYM = Cymarose, DIGITOX = Digitoxose, LYX = 
Lyxose, ARAB = Arabinose, GULM = 6-Desoxygulose, RH = Rhamnose, ALLM = 6-Desoxyallose. 
RIB = Ribose, IDIM = 6-Desoxyidose, FUC = Fucose, TALM = 6-Desoxytalose, XYL = Xylose, ID 
= Idose, 3-0-MGLUC = 3-0-Methylglucose, GLUCrM = 6-Desoxyglucose, ALL = Allose, ALT = 
Altrose, MAN = Mannose, GUL = Gulose, GLUC = Glucose, GAL = Galaktose, TAL = Talose. 

Hydrolyseverfahren, da sich diese unter den oben angegebenen Bedingungen voll- 
standig zersetzten’*“. 

Die gaschromatographische Trennung der auf diese Weise aufbereiteten, persi- 
lylierten Zucker an OV- 10 1 (Fig. 1) zeigte, dass die verwendeten Bedingungen in den 
meisten Fallen eine sichere Identifizierung der Zucker zulassen, wenn man davon 
ausgeht, dass in Herzglykosiden maximal drei verschiedene Zuckerkomponenten zu 
erwarten sind. Nach Behandlung mit SCure traten jeweils zwei bis drei Hauptpeaks 
auf, die mindestens 90 o/0 der Gesamtpeakflache aufwiesen, weshalb wir nur diese fiir 
die Auswertung heranzogen. Bei Retentionszeiten unter 35 min wurde noch bei Diffe- 
renzen von 0.6 min und bei Retentionszeiten tiber 35 min bei Unterschieden von 0.9 
min (4cT-Trennungj eine fiir die sichere Identitizierung der Peaks ausreichende Auflo- 
sung gefunden. Die wenigen verbleibenden kritischen Paare fiihrten wir einer Tren- 
nung an der mittelpolaren Silikonphase OV- 17 zu (Fig. 2) und konnten feststellen, 
dass diese Vorgangsweise eine gute Erganzung zu den an OV-101 erzielbaren Ergeb- 
nissen darstellt. Die aus Figs. 1 und 2 ersichtlichen Peakflachenverhaltnisse der ano- 
meren Zucker erwiesen sich bei strikter Einhaltung der standardisierten Hydrolysebe- 
dingungen als gut reproduzierbar (max. + 15 % rel.). In Wasser aquilibrierte Mono- 
saccharide ergaben normalerweise gleiche Hauptpeaks mit allerdings unterschiedli- 
cher FlHchenverteilung. Eine Ausnahme bildeten Gulose und Altrose, welche nach 
Behandlung mit S&ire jeweils einen zusatzlichen Hauptpeak kiirzerer Retentionszeit 
zeigten. Dies kann als Hinweis dafiir gewertet werden, dass in diesen Fallen bei der 
Sjiurehydrolyse leicht Anhydroprodukte entstehens3. 

Urn die Leistungsfahigkeit des neuen Verfahrens zu prtifen, wurde eine grosse 
Anzahl von herzwirksamen Glykosiden aus Comaallaria mqjalis, Er_Mnwn their-i, 
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Fig. 2. Retentionszeiten der TMS-Monosaccharide nach sawer Hydrolyse sowie Peakflachenverhaltnisse 
der anomeren Formen an OV-17; Saule: Pyrex 6 ft. x l/4 in. O.D. x 2 mm I.D., 6% OV-17 auf 
Cbromosorb W (100-120 mesh); Trrlgergas: N,, 13.5 ml/min; Temperatur: Injektor/Detektor 225°C; 
Ofen, Prograrnm IOO-200°C (2”/min). Abktirzungen vergleiche Fig. 1. 

_4donis vernalis und Orr~itlrogalum Boucf~eanwn hydrolysiert und die Zuckerbausteine 
mit Hilfe von Phenyl-/I?-D-glucopyranosid als innerem Standard quantifziert. Die fiir 
die Berechnung notwendigen Standard-Korrekturfaktoren bestimmten wir unter 
Verwendung von in wHssriger Losung aquilibrierten Vergleichssubstanzen unter Be- 
riicksichtigung der in Fig. 1 bzw. Fig. 2 ersichtlichen Hauptpeaks, sodass die bei der 
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Fig. 3. Gas-Fliissigkeits-Chromatogramm der TMS-Monosaccharide aus Glucoallisid (Bipindogenin-6- 
dcsoxyglucosido-giucosid) nach saurer Hydrolyse, Trennbedingungen vgl. Fig. 1. 1 = 6_Desoxygtucose, 2 
= Glucose, ST = Phenyl-B-D-glucopyranosid. 
Fig. 4. Gas-Fliissigkeits-Chromatogramm der TMS-Monosaccharide aus Cheirosid A (Uzarigenin-fucosi- 
do-glucosid) nach saurer Hydrolyse, Trennbedingungen vgl. Fig. 1. 2 = Glucose, 3 = Fucose, ST = 
Phenyl-/?-n-glucopyranosid. 



GC VON 6_DESOXYHEXOSEN, PENTOSEN UND HEXOSEN. I. 297 

Hydrolyse und Probenaulbereitung nicht zu vermeidenden Substanzverluste erfasst 
werden konnten. Bei Einsatz von 0.50-I -00 mg Glykosid erhielten wir gut auswertba- 
re Gaschromatogramme (Figs. 3-6) und stellten fest, dass unter den angegebenen 
Bedingungen 7 l-92 y0 der in den Glykosiden enthaltenen absoluten Zuckermengen 
wiederzufinden waren (Tabelle I). Bei Di- bzw. Triglykosiden waren die mit den 
Faktoren korrigierten Peakflachenverhahnisse mit dem molaren Verhaltnis der Zu- 
cker gut korrelierbar. 
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Fig. 5. Gas-Fhissigkeits-Chromatogramm der TMS-Monosaccharide aus Glykosid U (Strophanthidin-6- 
desoxyallosido-arabinosid) nach sawer Hydrolyse, Trennbedingungen vgl. Fig. 1.4 = Arabinose, 5 = 6- 
Dexoxyallose, ST = Phenyl-/?-D-ghrcopyranosid. 

Fig. 6. Gas-Fhissigkeits-Chromatogramm der TMS-Monosaccharide aus Glykosid A, (Lit. 19) nach saurer 
Hydrolyse, Trermbedingungen vgl. Fig. 1.5 = dDesoxyallose, 6 = Rhamnose, 7 = Xylose, ST = Phenyl- 
j?-D-glucopyranosid. - 

Das beschriebene Verfahren eignet sich somit nicht nur fur die Identilizierung 
der in her-zwirksamen Glykosiden auftretenden Monosaccharid-Bausteine, sondern 
Iasst unter genauer Einhaltung der standardisierten Hydrolysebedingungen such si- 
there Aussagen iiber die Zusammensetzung der Zuckerkette zu. Der Zeit- und Infor- 
mationsgewinn gegeniiber den friiher verwendeten Verfahren ist erheblich. 

ZUSAlMMENFASSUNG 

Ein neues, im Vergleich zu bisher bekannten Methoden einfaches und genaues 
Verfahren ermiiglicht die Identifizierung und quantitative Bestimmung von in herz- 
wirksamen Glykosiden vorkommenden Monosaccharid-Bausteinen. Nach hydroly- 
tischer Spaltung bei standardisierten Bedingungen gelingt unter Verwendung von 
OV-101 bzw. OV-17 als stationire Phase die gaschromatographische Identiflzierung 
der Trimethylsilylather von Digitoxose, Cymarose, Fucose, Rhamnose, 6-Desoxyal- 
lose, 6-Desoxygulose, 6-Desoxyglucose, 6-Desoxyidose, 6-Desoxytalose, 3-O-Me- 
thylglucose, Allose, Altrose, Gulose, Idose, Glucose, Mannose, Galaktose, Talose. 



298 B. KOPP, J. JURENITSCH, W. KUBELKA 

TABELLE I 

WIEDERFINDUNGSRATEN DER ZUCKER NACH SAUREHYDROLYTISCHER SPALTUNG 
VON HERZWIRKSAMEN GLYKOSIDEN BEKANNTER KONSTITUTION 

Giykosid Zucker- Eimvaage Riickgewinnung 

kontponente(n) (mg) (%) 

Convallatoxol RllZUIlIlO~ 0.98 88 
Periplorhamnosid Rhamnose 0.78 71 
Desglucocheirotoxin 6-Desoxygulose 1.00 91 
Perigulosid &Desoxygulose 0.67 88 
Strophallosid 6-Desoxyallose 0.70 85 

Peripallosid 6-Desoxyallose 0.83 85 
Cheirosid A Fucose 

{ Glucose 
0.97 83 

. 92 
Glucoallisid { 6-Desoxyglucose 0.83 88 

Glucose 89 
Glykosid U” 

{ 
6-Jj-D=~;~Ilose 0.90 83 

81 

6-Desoxyallose 84 
Glykosid A,r9 I Xylose 1.07 87 

Rh-ose 82 
Sannentosid A 6-Desoxytalose 0.56 78 
Cymarin cylnarose 0.65 73 

Helveticosid Digitoxose 0.73 75 

Arabinose, Lyxose, Ribose und Xylose, wobei als IdentifIzierungsmerkmale neben 
den Retentionszeiten der Hauptpeaks such die gut reproduzierbare Peakflachenver- 
teilung (“lingerprints”) der mit diesem System trennbaren anomeren Formen der 
einzelnen TMS-Monosaccharide herangezogen wurden. Mit Hilfe von Phenyl-/l-D- 
glucopyranosid als ianerem Standard konnten bei Analyse der Zuclterkomponenten 
von herzwirksamen Glykosiden bekannter Struktur 71-92 oA der absoluten Monosac- 
charidmenge wiedergefunden werden. Das Verfahren erlaubt somit such die rasche 
Feststellung der quantitativen Zusammensetzung der Zuckerketten unbekannter 
Glykoside. 
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