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197. Erich Haack,  Fritz Kaiser und Helmut Spingler: 
n e r  Gitaloxin, ein neues Hauptglykosid aus den Bliittern von 

Digitalis purpurea*) 

[Aus den Fomchungslaboratorien der C. F. Boehringer & Soehne G.m.b.H., 
Mannheim- Waldhof] 

(Eingegangen am 14. Februar 1956) 

Aus Extrakten von Lligitulis purprea' (,,Gitalin-Fraktion") konn- 
te durch mchrfache Siiulenchromatographie des Glykosidgemisches 
das neue Glykosid Gitaloxin rein gewonnen werden. Gitaloxin er- 
wies sich ale 16-Formyl-gitoxin und damit als das erste in der Natur 
aufgefundene, mit Ameisensiiure veresterte Herzglykosid. Das Agly- 
kon des Gitaloxins, Gitaloxigenin, wurde ebenfalls darch Verteilungs- 
chromatographie aus der ,,Gitalin-Fraktion" isoliert. Es werden An- 
gahen iiber Gitaloxin-Gehalte von Digitalis-purpurea-hgen ver- 
schiedener Hcrkunft gemacht. 

In der alteren und neueren Digitalis-Literatur findet man immer wieder 
Hinweise, daO sich in Extrakten aus fermentierten Blattern der Digitalis 
purpurea aul3er Digitoxin und Gitoxin eine dritte Substanz befinden muB, die 
hochwirksam und allem Anschein nach unter gewissen Urnstanden unstabil ist. 

Schon im Jahre 1912 stellte F. K r a f t l )  aus einem mit Chloroform ausgezogenen 
Kaltwasser-Bliittercxtrakt eine Fraktion her, die er fiir einheitlich hielt und Gitalin 
nannte. Kurze Zeit spiitor wies aber H. Kil iani*)  nach, daS dieses Gitalin ein Gemenge 
ist, ohne jedoch genauc Angaben iiber die Zusammensetzung machen zu konnen. Er 
isolierte Anhydrogitalin (=Gitoxin) und wahrscheinlich Digitoxin und schlug vor, die 
Rezeichnung Gitalin aus der Literatur zu streichen. M. C l o e t t a  und E. Brauchl iS)  
nannten im Jahre 1926 ein von ihnen isoliertas Glykosid erneut Gitalin, dem A. W i n -  
d aus') die Zusaminensetzung Gitoxigenin-hydrat + 2 Digitoxose zuschrieb. Die Dar- 
stellung dieses Glykosids ist aber bisher nicht wieder gelungen"). 

Zu einem vorliiufigen AbschluB kam dis Aufkliirung der Hauptglykoside der Digitulia 
irurpurea durch die grundlegende Arbeit von A. S t o l l  und W. Kreise), worin die genu- 
inen Purpureaglykoside A und B beschrieben wurden, aus denen erst duxch fermentative 
-4bspaltung von Glucose die Sekundarglykoside Digitoxin und Gitoxin entstehen. Ein 
Gitalin, oder dessen Primiirglykosid, haben Stoll und Kreis nicht gefunden. I n  neuester 
Zeit stellte aber M. Ishidate ' )  wieder fest, dal3 in der wasserloslichen F'raktion der Blatter 
ein sehr unbestandiges, Gitoxigeninderivat enthalten ist. 

I m  Verlauf unserer chromatographischen Untersuchungen der Extrakte aus 
Digitalis-Blattern verschiedener Herkunfts) und besonders der aus diesen 

*) Vorliiufige Mitteil. : Naturwissenschaften 43, 4.41 [1955]. 
I )  Arch. Pharmaz. 250, 120 [1912]. 2 )  Arch. Pharmaz. 262, 13 [1914]. 
9, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 112, 261 [1926]. 
4 ,  Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 136, 253 [1928]. 
5 )  Vergl. z. B. W. A. J a c o b s  u. E. L. Gustus ,  J. biol. Chemistry 79, 653 [1928]. 
6 )  Helv. chim. Acta 18, 120 [1935]. 
*) E. H a a c k , F .  Kaiser ,  M. Gube  u.H. Spingler ,  Anneimittel-Forsch.6,176[1956]. 
Chemische Berichte Jahrg.. 89 87 

7 )  Pharmazie 9, 589 [1954]. 



1354 Haack,  Ka i ser ,  Spingler:  dber citaloxin, ein n e w  [Jahrg.89 

Rlattprobcn hergestellten ,,Gitalin-Fraktionen" (wir benutzten das Handel+ 
produkt ,,Verodigen"**) ) sahen wir auf mit Xylol-Methylathylketon 1 : 1 eiit- 
wickelten Formamid-ChromatogrammenB) eine neue Substanz mit dem RF- 
Wert 0.55, die offenbar in betrachtlicher Konzentration anwesend war. Nach 
Elution der Flecken iius dem Chromatogramm, alkalischer Behandlung und 
erneuter Papierchromatographie war die Substanz nunmehr iiach RF -Wwt 
und sonstigen Eigenschaften nicht vom Gitoxin zu unterscheiden. Ebenso 
yerhalten sich die bekannten beiden Acetylgitoxinc aus Digitalis lanata, dercn 
RF -Werte aher, wenri aiich sehr ahnlich, doch nicht. mit dem RF -Wed do. 
neuen Suhstanz identisch waren. ?Vir vermuteten daher in der neuen Substailz 
ein bishcr noch iinbekanntes Acylgit,oxin, dem wir den Namen ,,Gitaloxin'- 
gaben. 

Nebeii diesem Glykosid sahen wir fernerhin einen neuen Stoff; der dcri 
gleichen R,-Wert wic Digitoxin bcsafl, aher im Gegensatz dazu eine blaiie 
Fluoresccnz hatte. Elution, Alkali-Behandlung und erneute Papierchromato- 
graphie des gemeinsamen Fleckens ergab nunmchr einerseits Digitoxin ohiit 
den blaii fluorescierenden Korper und andererscits Gitoxigenin. Es muBte 
sich damit bei dieser neuen Substanz um ein Acylgitoxigenin handeln, in dem 
wir das Qitaloxigenin, das Genin des neuen Glykosids, vermiiteten. 

Die bcsondere Bedeutung des iieuen Acylgitoxins ergab sich aus der Be- 
obachtung, daB die am Meerschwcinchen gemessene Herzwirksamkeit von 
Purpurea-Extrakten in eindeutigem Zusammenhang mit dem Gehalt an die- 
sem Cardenolid stand8). 

.~ .___ 

I so l ie rung  des  Gi ta loxins  
Die Vcrsuche zur Isolierung des neuen Glykosids aus der ,,Gitalin-Fraktion" 

nach den in der Chemie der Herzgifte ublichen Methoden fiihrten nicht zum 
Ziel. Auch das haufig benutzte Verfahren der Chromatographic an Aluminium- 
oxyd brachte kein Ergebnis, weil das Acylgitoxin an der Siiule entacyliert 
\i-urde. Die Isolierung gelang uns jedoch durch verteilungschromatograpische 
Vortrennung des Verodigens an mit Formamid impriignierten Cellulosepulver- 
Saulen mit dem Losungsmittelsystem Xylol-Methylathylketon 1 : 1 und an- 
schlieBender Auftrenniing des dabei erhaltenen einfacheren Glykosidgemisches 
init den1 System Cyclohexan-Tetrahydrofuran 1 : 1. 

Die das Gitaloxin enthaltende Fraktion wurde nach Eindampfen aus Aceton 
und PeCrolather umkristallisiert und ergab die neue Verbindung in chromato- 
graphiscti reiner Form. Das Gitaloxin schmilzt bei 250-253" und ist auf 
Grund von Schmelzpunkt, Drehung und Lijslichkeit tatsiichlich von den be- 
kannten Acetylgitoxinen aus Digitalis lanata verschieden. Dcr Acylrest wird 
in saurer oder alkalisoher Losung auBerordentlich leicht abgcspalten. Sogar 
in alkoholischer, \v&Brig-a.lkoholischer und selbst in chloroform-alkoholischer 
Losung tritt diese Abspaltung mehr oder weniger schnell ein. Auf dieser Tat- 
mche beruht vermiitlich zum groBen Teil die seit langem bekannte Wirksam- 
keitsabnahme von fliissigen Digitalis-Zubereitungen. 

*$:) M'z. der Fa. C. F. Boehringer & Soehne, G. m. b. H., Mannheim-Waldhof. 
9, F. K a i s e r ,  Cheni. Ber. 88, 556 [1955]. 
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I so l ie rung  des  Aglykons (Gitaloxigenin) 
Zur Aufkliirung der Konstitution des Gitaloxins haben wir dic Verbindung 

durch Abspaltung des Zuckerrestes zum Gitaloxigcnin abgebaut. Unter den 
ublichen Hydrolysebedingungen in saurer Losung entstand jedoch immer nur 
Gitoxigenin, weil gleichzeitig auch die Acylgruppe abgespalteri wurde. Wir 
haben daraufhin die verschiedensten sauren Verseifungsbedingungen unter 
standiger papierchromatographischer Kontrolle dcs Reaktionsverlaufs unter- 
sucht. Die Proben wurden dazu in Abstanden von je 5 Min. entnommen. An1 
giinstigsten verlief die Hydrolyse mit 0.1 n HC1 in Aceton-Losung. Dabei 
entstand neben Gitoxigenin und wenig Gitoxin das gesuchte Aglykon Gital- 
oxigenin, das nach chromatographischer Trennung an Formamid-Cellulose- 
Siiulen mit Heptan-Chloroform 1 : 1 und Kristallisation aus Aceton-Petrolather 
einheitlich war. Es envies sich nach Schmelzpunkt und Misch-Schmelzpunkt 
als identisch mit &r oben erwahnten als Gitaloxigenin vermutcten Substam 
aus der ,,Gitalin-Fraktion", die bei der Papierchromatographie cinen mit dem 
Digitoxin identischen RF -We& zeigte. Damit war erwiesen, dal3 das Gitaloxin 
die Acylgruppe im Aglykon und nicht im Zuckerrest enthiilt. 

Wir haben zunachst fur Gitaloxin und Gitaloxigenin den Zusammenhang 
mit Gitoxin und Gitoxigenin bewiesen. Das aus Gitaloxin bei milder Ein- 
wirkung von Alkali entstehende ,,Gitoxin" ist sowohl papierchromatographich 
wie durch Misch-Schmelzpunkt von authentischem Gitoxin nicht zu unter- 
scheiden. Das aus Gitaloxin bei ublicher saurer Hydrolyse oder aus isoliertem 
Gitaloxigenin durch milde alkalische Verseifung entstehende ,,Gitoxigenin" 
erweist sich durch RF -Wed und durch Schmelzpunkt und Misch-Schmelz- 
punkt ebenfalls als identisch rnit authentischem Gitoxigenin. Dariiber hinauh 
ergibt auch die Acetylierung dieses aus Gitaloxigenin entstandenen Gitoxi- 
genins mit Acetanhydrid in Pyridinlo*ll) das gleiche Gemisch von vie1 16- 
Acetyl-gitoxigenin (Oleandrigenin) neben weniger 3-Acetyl- und 3.16-Diacetyl- 
gitoxigenin wie aus authentischem Gitoxigenin. (Wir haben bei dieser Ge- 
legenheit gefunden, daB die Acetylierung von in Aceton gelostem Gitoxigeniii 
mit Acetanhydrid bei Gegenwart von Natriumacetat als Hauptprodukt 3- 
Acetyl-gitoxigenin und nicht Oleandrigenin liefert !) 

N a t u r  u n d  Ste l lung  de r  Acylgruppe 
Als Acylgruppe haben wir naturgemiil3 wegen des weitverbreiteten Vor- 

kommens der Acetylgmppe zuniichst diese vermutet. Fiir die Stellung der 
Acylgruppe im Genin war die Hydroxylgruppe in 3 auszuschlieBen, da sie be- 
kanntermaBen im Gitoxin durch den aus 3 Digitoxose beatehenden Trisaccharid- 
Rest besetzt ist. Eine 16-Acetyl-Verbindung war jedoch auch auszuschlieBen, 
da Gitaloxigenin eindeutig nicht mit Oleandrigenin identisch war, was durch 
den etwas niedrigeren RF -Wert und Qn abweichenden Schmelzpunkt sicher- 
gestellt wurde. Auch die Acetylierung des Gitaloxigenins mit Acetanhydrid 
in Pyridin ergibt nicht das erwartete 3.16-Diacetyl-gitoxigenin, sondern ein 

10) W. Neumenn, Ber. dtsch. chem. Ges. 70, 1661 [1937]. 
11) K. Meyer, Helv. chim. Acta 29, 718 [1946]. 
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davori abweichendes Produkt mit etwas niedrigerem RF -Wert. Andererseits 
entstand bei dieser Acetylierung nur ein einziges Reaktionsprodukt, was ein- 
dcutig die ohnedies unwahrscheinliche Moglichkeit ausschlieBt, daD Gitaloxi- 
geriin ein 14-Acyl-gitoxigenin ist, da sonst drei Reaktionsprodukte - 3.14-, 
14.16-Diacyl- und 3.14.16-Triacyl-gitoxigenin - zu erwarten waren. 

Damit schied die Essigsaure als Acylrest aus. Die Elementaranalysen gaben 
einen Hinweis, daB Ameisensaure in Rage  kommen konnte : 

Acctylgitoxin : 62.76% Formylgitoxin : 62.36% Gitaloxin : 62.42% 
.\cctylgitoxigenin : 69.42% Formylgitoxigenin : 68.87 yo Gitaloxigenin : 68.78 y,, 
Die folgenden Versuchsergebnisse zeigen, daO mit Gitaloxin und Gitaloxi- 

genin tatsachlich das erste mit Ameisensaure veresterte Herzglykosid und 
dcssen Aglykon aufgefunden worden ist : 

1. Die aus Gitaloxin und Gitaloxigenin abgespaltene Ameisensaure konnte 
riaeh verschiedenen Methoden identiiiziert und quantitativ bestimmt werden. 

2. Das IR-Spektrum von Gitaloxigenin zeigt gegenuber dem von Gitoxi- 
genin die folgenden charakteristischen Unterschiede : Die OH-Bande bei 3.03 p 
iclt verschwunden ; es bleiben nur zwei OH-Banden bei 2.83 p und 2.92 p iibrig. 
Zur C=O-Valenzschwingung des Lactonrings bei 5.56 bzw. 5.73 p tritt eine 

- .  __ __ 
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TR-Spektrum von Giteloxigenin, gemessen in KBr (Perkin-Elmer, Model1 21) 

weitere scharf abgetrennte C=O-Bande bei 5.85 p hinzu. Letztere ist gegen- 
iiber der C=O-Bande von 16-Acetyl-gitoxigenin bei 5.7311. um 0 . 1 2 ~  nach 
langeren Wellen verschoben. Dies deutet darauf hin, daD es sich nicht um 
eine Acety l -  Gruppe handeln kann. Die neu auftretende C=O-Valenzschwin- 
gung bei 8.30 p lie@ im Formiat-Bereich (8.3 p-8.5 p) und nicht im Acetat- 
Bereich (8.0 p-8.1 p) wie beim 16-Acetyl-gitoxigenin (7.96 p)12). 

3. Formyliert man in Aceton gelostes Gitoxigenin mit 98-proz. Ameisen- 
siiure bei Zimmertemperatur, so erhalt man zwei bisher unbekannte Mono- 
formyl-gitoxigenine und eine Diformyl-Verbindung, in der man das ebenfalls 
unbekannte 3.16-Diformyl-gitoxigenin erblicken kann. Die RF -Werte der 
beiden Mono-Formylverbindungen sind stark voneinander verschieden, jedoch 

12) L. J. Bel lamy,  Ultrarotspektren u. chem. Konstitution; Verlag Dietrich Stein-’ 
kopff, Darmstadt 1955. 
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liegt jeweils einer sehr nahe unter einem entsprechenden Wcrt der beiden 
Mono-acetyl-gitoxigenine. Ebenfalls liegt der I6F -Wen des 3.16-Diformyl- 
gitoxigenins nahe unter dem Wert fur 3.16-Diacetyl-gitoxigenin. Auf diese 
Weise liiBt sich eine vorliiufige Zuordnung der beiden Mono-Formylverbindun- 
gen als 3-Formyl- bzw. 16-Formyl-Verbindung treffen. Fuhrt man die For- 
mylierung mit Ameisensliure-essigsilure-anhydrid unter Zusatz von Natriuni - 
formiat oder einer tertiaren Rase durch, so bildet sich bevorzugt diejenige Mono- 
Formylverbindung, die nach der chromatographischen Zuordnung 16-Formyl- 
gitoxigenin sein sollte. Dicse Verbindung erwies sich nach RF -Wert, Schmelz- 
punkt und Misch-Schmelzpunkt als mit dem Gitaloxigenin identisch, das so- 
mit - da hierbei die 3-Stellung und auch die 14-Stellung ausgeechlossen ist - 
als ein 16-Formyl-gitoxigenin erwiesen ist. 

4. Eine letzte Bestatigung dieses Resultats wird durch die Formylierung 
des Gitaloxigenins erhalten, bei der nur ein einziges Reaktionsprodukt ent - 
steht, das mit dem in 3. erwahnten 3.16-Diformyl-gitoxigenin nach RP -Wert, 
Schmelzpunkt und Misch-Sehmelzpunkt identisch ist. 

Dem Gitaloxin bzw. Gitaloxigenin kommt daher der nachstehende formel- 
maBige Aufbau zu: 

H,C! ( 

_______. 

co 
0 I : R = H ; R = H  Gitoxigenin 

'/\I/\ 111 OR 11: K = COCH,; R' 
111: R = CHO; R' = H 
IV: R = ('HO; R' - 3 Digitoxose 

H 1 6-Atatyl-gitoxigenin 

Gitaloxigenin 
Gitaloxin 

H,C ' , 
/', :,', /- - 

OH 
I 

R ' O A  /H\/ 

Kuns t l i che  Hers te l lung  von Gi ta loxin  a u s  Gi toxin  
Durch Einwirkung von Ameisensiiure gelingt die Formylierung von Gitoxin 

nicht, weil in der sauren Liisung zuerst Digitoxose abgespalten wird. Aus den1 
dabei frei gewordenen Gitoxigenin bilden sich dann die 3 -Formyl-gitoxigenine. 
Durch Einwirkuiig von Ameisensaure auf in Pyridin gelijstes Gitoxin bei Ge- 
genwart von A~etanhydrid'~) oder durch Urnsetzung von in Dimethylform- 
amid gelostem Gitoxin mit Ameisensiiure-essigsaure-anhydrid bei Gegenwart 
von geringen Nengen Natriumformiat oder einer tertiaren Base bildet sich 
dagegen Gitaloxin in etwa 60-proz. Ausbeute. Nebenbei entstehen noch. je 
nach der Menge des eingesetzten Anhydrids, mehr oder weniger hohcr formy- 
lierte Gitoxiiie, die demnach Formylreste an den Zuckerrevten enthalten. 

Das 16-Formyl-gitoxin erhalt man in reinem Zustand nach Auftreniiung 
eincs solchen Reaktionsgemisches an Formamid-Cellulose-Siiulen mit Cyclo- 
hexan-Tetrahydrofuran 1 : 1. Es ist in allen Eigenvchaften mit dem aus 
,,Verodigen" isolierten Gitaloxin identisch. 

Bedeu tung  und  Vorkommen des C i t a lox ins  in  d e r  Droge 
Wir haben fur das 16-Formyl-gitoxin die Bexeichnung Gitaloxin in An- 

lehnung an das Kraf tsche Gitalin gewahlt, weil wir es als verantwortlich 
1,) R. Tschesche u. G. Grimmer, Privatmitteilung. 
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fiir einc Reihe von Eigenschaften chemischer und pharmakologischer Art. er- 
kannt haben"), die z. T1. von F. K r a f t l )  und W. Straub14) bereit.s festgestellt 
worden sind. 

Wenn nunmehr ,,Gitalin" als Bezeichnung fur ein Hauptglykosid - wie 
mehrfach gefordert2?l5) - nicht mehr venvendet werden soll, so bestehen an- 
dertrseit,s keiiie Bedenken, fur die Mischung der nach K r a f t  hergestellten 
Digitalis- Glykoside den Ausdruck ,,Gitalin-Fraktion" beizubehalten. Dabei 
is t  aber zu beclchtcn, daB eine echte Gitalin-Fraktion nicht einfach der mit 
Chlorkohlenwas~erstoffen ausgctzogene und gereinigt.e Knltwasser-Extrakt, RUH 

irgendwelchen Digitalis-yur~urea-Blattern ist. 
I)igitnlis-yvur;mLrea-Drogen nnterscheiden sich bekanntlich haufig betriicht- 

lich in ihreni Gehalt an Hauptglykosiden und - wie wir gefunden haben - 
hesondcrs im Gehalt an Gitaloxin. So enthalten Pflanzen, aus denen man dic 
rchte ,,Gitalin-Fraktion" (wie sie im ,,Verodigen" vorliegt) herstellen kann, 
Gitdoxin in Mengen zwischen 25 und 40% der Summe von Digitoxin +- 
(litoxin + Gitaloxin. Sie eignen sich natiirlich auch am besten zur Darstellunp 
des Gitaloxiiis. 

Haufig fiiidet man aher Drogen, bei denen der Gitaloxin-Gehalt nur etwa 
1 0  bis 2.5 "/h der Summe der drei Hauptglykoside ausmacht. Nach unseren bis- , 
herigen Beohachtungen handelt es sich bei den erstgenannt.en Drogen meist 
um solche, die in Mittel- und Siidosteuropa beheimat.et sind, wahrend die 
Sorten mit wenig Gitaloxin, die aber gelegentlich besonders reich an Digitoxin 
sind, hiiufig ails West- und Siidwesteuropa stammen. 

f%er die Konsequenzen, die sich nach Kerintnis des Gitaloxins und nach unsereii 
Ergebnissen am der quantitativen Einzclbestinimung der drei Hauptglykoside fur die 
cheinischc unrl biologische Hewertung ron Di~l:taZis-purpurea-Drogen ergeben, berichten 
wir susfuhrlich an anderer Stellea). 

-%us der Kenntnis der genuinen Glykoside Purpureaglykosid A und B, aus 
denen Digitoxin und Gitoxin erst durch fermentative Abspaltung von Glucosr 
entstehen, ergibt sich die Frage nach der Existenz eines entsprechendcn Pri- 
marglykosids des Gitaloxins. Wir haben dazu folgendes gefunden : 

Papierchromatogramme (entwickelt mit Chloroform-Tetrahydrofuran 1 : 1 
auf Formamidpapier) von unt,er Ausschaltung der Fermenteinwirkung her- 
gestellten Extrakten der Digitalis purpurea zeigen, zwischen den Purpurea- 
glpkosiden A und B liegend, den kriiftigen Fleck (RF 0.35) eines Gitoxigenin- 
derivates. Nnch schwach alkalischer Behandlung (mit verd. Ammoniak) dieser 
aiis mehreren Chromatogrammen tlusgeschnittenen und eluierten Substanz 
findet man bei erneuter Chromatographie nunmehr dm Purpureaglykosid B. 
l!nt.er den gleichen Bedingungen liil3t sich auch Gitaloxin entacylieren, nicht 
aber z. B. Acetylgitoxin. Saure Hydrolyse liefert Gitoxigenin und die Zucker 
Nigitoxose und Digilanidobiose. 

Man kann daher jetzt schon mit ziemlicher Sicherheit sagen, daB das 
genuine Glykosid Glucogitaloxin in den Digitalis-Bliittern enthalten ist. Mit 
der Isolierung dieser Substanz sind wir zur Zeit beschiiftigt. 

.- ___ ~ _ _ _ _ .  - 

11) Dtsch. med. Wschr. 43, 281 [1919]. 15) W. Kiissner, Phctrmazie S, 76 [19.50]. 
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Fur die Aufnahme und Diskussion der IR-Spektren sind wir Herrn Dr. O t t i n g  voin 
-ax-Planck-Institut fur Medizinische Forschung, Heidelbcrp, sowie dem Lcsiter d m  
Instituts, Herrn Prof. R. K u h n ,  zu Dank verpflichtet. 

___- . ~ _ _  _______- 

Besclueibung der Versuche 

Losungsmi t te l  : Die zur Vcrteilungschromatographie verwendeten Losungsmittel 
werden alle - mit Ausnahme von Formamid -- vor Gebrauch destilliert. Die Losungs- 
mittelsysteme werden durch Mischcn der Komponenten ini jeweils erforderlichen Ver- 
haltanis iinter Ziisatz von etwas mehr 81s der zur S5ttigung.notwendigen Menge Formamid 
hergestellt. 

I m p r a g n i e r u n g  des  Cel lu losepul re rs :  In einer Xutsche wird Cellulosepulvcr 
Schlcicher 8: Schiill Nr. 123 mit yoviel oiner 40-proz. Liking von Formamid in  Acetoir 
versetzt, daB cs ron der Fliissigkeit vollstiindig bedeckt ist. Die Saugflasche ist mit drr 
nbgestellten Wasserstrahlpumpe verbunden, uni ein AbflieBen der ldsung zu verhindern. 
l k r  Cellulosebrei wird zur Entfernung von Lufteinschlussen mit einem Ponelbnloffel 
mehrmals durchgeriihrt und nach 15 Min. untm stiindigem Abpressen scharf abgesaugt. 
llann wird der gepreBte Cellulosekuchen itn Abxug auf eineni groBen Filterbogen zerteilt, 
vor einem miLBig fachelndcn Heizventilator ausgebreitet und gut aufgelockert. Wenn 
(Ins Amton vollstandig verdimstet ist, wird das formamidfeuchte Pulver entwedcr direkt, 
in die Chromatopaphiersiiule, oder auf Vorrat in Flaschen gefullt. 

Fi i l lung d e r  Siiulen zur Verteilungschromatographie : Als Chromatogra- 
phiersiiulen verwendcn wir Glasrohren vcrschiedener AusmaBc (Liinge 30- 70 cm, Durch- 
messer 2-7 cm), die am unteren Ende mit einern Glashahn versehen sind. Daa Formamid- 
papier wird nicht mit der jeweils zu verwendenden Losungsmittelphase eingeschliimmt. 
sondern direkt portionsweise eingefiillt und so eingestampft, daD feet aneinandergepreBte 
Schichtcn von 1-2 cm Dicke entstehen. Zum Einstanipfen benutzen wir Stabe aus nicht- 
rostendem Stahl, an deren unterem Endc eine genau in das Saulenrohr passende Stahl- 
scheibe angeschraubt ist. 100 ccm sorgfiiltig gefullter Saule enthalten etwa 70 g Form- 
amidpapicr. TVenn die Cellrilosesaule die gewiiiischte Hiihe erreicht hat, wird die letztr 
Schicht nicht mehr festgestampft, sondern nur locker eingefiillt. 

Das zu trennende Substanzgemisch wird nun in Chloroform gelost, rnit Formarnid- 
~cdliilose zu einem Brei verriihrt, in einer flachen Porzellanschale ausgebreitet und so lange 
niittels eincs Heizventilators beliiftet, bis das Chloroform verdunstet ist. Anschliebnd 
wird die nun mit der Substanz beladene Cellulose auf die oberstc lockere Schicht dcr 
Saule aufgebracht und mit dieser zusammen festgedriickt. Ein 2-3 cm hohes Polster 
von Formamidcellulose bildet den AbschluD dcr Siule. *Je nach der Lange des R o b s  
bleiben dann 3-10 cm des oberen Raumes leer. 

I so l ie rung  des  G i t a l o x i n s :  1. Siiulen von 66 cm Lange und i cm Durchmesacr 
werden in der oben beschriebenen M'eise mit Formamidcellulose 55 cm hoch gefiillt und 
mit i g ,,Verodigen" beschickt. Die Saulen werden dann mit dem Idsungsmittelgemisch 
Xylol-Methyliithyketon 1 : 1 genau wie ein Papierchr~matogramrn~) entwickelt, bis die 
Iksungsmittelfront das unhre Ende erreicht hat, Nun befindet sich das Gitaloxin, ent- 
sprechend seinem RF-Wert (0.66), etwa in der Mitte der Saule. Man hebt nun ungefahr 
23 cm (R, 0.40) der Cellulosefullung ab. Dazu verwenden wir genau in die R o b  pagsende 
Stahlscheiben mit einem radialen Einschnitt. Die beiden Kanten des Einschnittes sind 
&geartip leicht geschrankt. Durch %hen der an einem Stahlstab angeschraubten 
Scheibe laBt sich das Cellulosepulver mit glattem Schnitt portionsweise abschneiden und 
ausheben. 

Der in den Siiulon verbleibende Teil dieser ,,absteigenden Chromatogramme", dcr 
die Cardenolide Gitoxigenin, Gitaloxin, Digitoxin, Gitaloxigenin und Digitoxigenin ent- 
halt, wird mit Tetrahydrofuran eluiert. Die Elutionslosung wird i. Vak. eingeengt, die 
zuriickbleibende Formamidlosung mit reichlich M'aaser versetzt und rnehrmals,mit Chloro- 
form clusgeschuttelt. Xach dem Einengen der mit Wasser gewaschenen Chloroforml6sung 
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nimmt man den TrockenriickRtand (etwa die Halfte des eingesetzten Verodigens) in Aceton 
auf itnd versetzt mit vie1 Abher. Nach wenigen Minuten bildet sich ein Xiedcrschlag, 
tler sich beim Stehenlassen im Eisschrank iiber Sacht itoch vermehrt. Dieser Sicderschlag 
enthdt als Hauptmenge Gitaloxin tind Digitoxin neben nur wenig der oben genannten 
C'mlenolide. E r  dient als Ausgangsinaterial fur die Reindarstellung des Gitaloxins. 

2. Eine Saule volt 63 cm Lange und 4.2 (!in Durchmesser, die rnit e tna 550 g Forrii- 
amidcellulose bis zu einer Hohe von 55 cni gefullt ist, wird rnit 2 g dieses Gitaloxiri- 
Digitoxin-Gemisches in der oben beschriehenen Weise beschickt. Als Losungsmittrl- 
systcni dient Cyclohcxan-Tetrnhvdrofurnn 1 : I ,  gesattigt niit Formamid. Dieses hat nach 
et,wa 150 Min. die Siiule durchlaufcn. Die nun atitropfende Flussigkeit nird in einem 
AuffanggefaI3 gesammelt, wiihmnd man Iaufcnd Proben davon mit der Keller-Kiliani- 
lteakt,ion auf etwa auftretcnde Cardenolide priift. \Venn die Reaktion positiv ausfallt. 
setzt man cinen Fraktionssammler in Betrieh. 

Mit detn Fraktionssammler ,,Fractomat Y-2"*) fangen wir das Eluat in Portioncm 
zii 15 ccm auf. Jede funfte Fraktion wird papierchromatographisch gepruft (Xylol- 
Methylathylketon 1 : 1 auf Formamidpapier). Die Verteilung der getrennten Komponen- 
ten auf die einzelnen Fraktionen schwankt von Saule zu Saule, was im kcsentlichen 
tlurch die nie vollig identischc Packung des Cellulosepulvers verursacht wird. In den ersten 
Yraktionen b e h d e t  Hich Digitoxigenin. Dann folgt Digitoxin xusamrnen mit ncnig Oitd- 
oxigenin. Digitoxin in reiner Form tritt bis zu den Fraktioncn 80-100 ails, gefolgt w i t  

20 bis 30 uberschneidungsfraktionen, die wcnig Digitoxin und Gitalorin ent.halten. 
Reines Gitaloxin findet sich in den nachsten 100 Fraktionen. Insgesamt warden also 
3 bis 3.5 1 Losungsmittel benotigt. Zur Aufarbeitung nerden si:hlieBlich die liraktionon 
gleicher Art zusammengegeben und i. Vak. cingeengt, bis eine Formamidrestlosung zu- 
ruckbleibt. Die Lomng uird mit reichlich Il'ssser versetzt und mehrmals mit Chloro- 
form ausgeschuttelt. Die Chloroformlosung wird mit Wasser gewaschen und zur Trockene 
eingeengt. Die Trockenriichtande der nur Gitaloxin oder Digitoxin cnthaltenden Frak- 
tionen werden au8 Accton-Pctrolather umkristallisiert.. Die Kristallisationsn~utterlaugcii 
tles Git,aloxins konnen zusammen mit etwa aufgetretenen ifberschneitlnngsfraktionon 
(.:italoxin-Digitoxin bei der nachskii Trennung neuen Ausgangsmaterirtls wieder einge- 
srtzt, werden. 

Aus 2 g Substanz erhalt man so 500-600 mg reinstes Gitaloxin und 600 bis 700 nip 
reinstcs Digitoxin. -- Es kiinnen ohne weiteres auch groBcrc Siiulen rerwendct, werden. 
Wir haben an einer Saule von 65 cm Langc untl7 cm Durchmcsser 6 g Digitoxin-Gitaloxin- 
(bmisch mit. gleich gutcm Trenneffekt chromatographiert. 

[a]j,":-7" (& l o )  (Pyridin). i,,,, = 216 mp (log E = 4.19) 
(?42H840,5 (808.9) Ber. C 62.36 H 7.98 CHO 3.59 Gef. C 62.42 I1 8.14 CHO 3.46 

Gitaloxin schmilzt bei 350-253" tind ist gut loslich in Chloroform. Pyridin. Nethanol. 
Aceton. Praktisch unloslich ist es - wie die meisten Cardenolide - in dther, I'etrolather 
tind sonstigen aliphatischen Kohlenwasserstoffen. 

Tsolierting de8 Gi ta loxigenins :  Gitaloxigcnin kann aus dtrr noch Digitoxin. 
(:italoxin, Digitoxigenin und Nichtcardenolide enthaltenden Aceton-Ather-Miitterlauge 
(vergl. Isolicrung des Gitaloxins 1) ) infolge seines mit Digitaxin idcntischen RF-Wertes 
von diesem an Cellulosesaulen nicht getrennt werden. 

Bei der Chromatographic: an Aluminiumoxyd, das Digitoxin sehr vie1 starker adscw- 
biert als Gitaloxigenin, besteht aber die Gefahr der Entacylierung. Wir drucken den 
tladurch unvermeidlich auftretenden Verlust auf ein Minimum herab, indem wir die zur 
Trockene gebrachte Mutterlauge in Chloroform losen und mit Chloroform i- 2% Methanol 
(lurch eine nur 2-3 cm dickc Schicht von neutralem Aluminiunioxyd ,,Woe 1 in '' laufen 
lassen. Gitaloxigenin erscheint dann zusammen mit Uigitoxigenin und Berunreini un en. 
nber frei von Digitoxin, in den erstcn Durchlauffraktionen und ist auf diese Weise nur 
lrune Zeit mit relativ wenig Adsorbcns in Kontakt gewesen. Die Trennung des Gitaloxi- 
gcnins von Digitoxigenin laI3t sich nunmehr an Formamidcellulose-eaulen mit Hept.an- 

g . g  

*)  Hersteller: Kas .  Haiss ,  Kom.  Ges., Jungingen (Hohenzollern). 
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Chloroform I :2 auf im Prinzip gleichc Jl'eise wie oben geschildert (Isolierung des Gital- 
oxins 2) ) durchfuhren. 

. .- . 

hmax = 216 mp (log E = 4.19), Schnip. 915-217° 
C,,H,O, (418.5) Ber. C 68.87 H 8.19 CHO 6.93 

Gef. C 68.78,68.87 H 8.00, 8.31 CHO 6.81 
Gitaloxigenin.  a) aus G i t a l o x i n :  500 mg Gi ta loxin  werden in 170ccm Aceton 

gelost, rnit 50 ccm 0.1 n HCl versetzt und 30 Min. unter RuckfluB erhitzt. Das Reaktions 
gemisch enthalt auBer Gitaloxigenin noch ziemlich vie1 nicht umgesetztes Gitaloxin, abcr 
auch bereits etwas Gitoxigenin und Gitoxin. Die Reaktion muB an dieser Stelle abge- 
brochen werden, da sonst die begonnene Entacylicrung des Gitaloxigenins schnell weiter 
forbchreitet und man schliel3lich nur Gitoxigenin erhalten wiirde. Die Losung wird nun 
i. Vak. auf etwa 1/3 eingeengt, mit 200 ccm Wasser versetzt und dreimal mit je 50 ccni 
Chloroform ausgeschiittelt. Die Chloroformlosung wird nach Waschen mit Wasser i. Vak. 
zur Trockene eingeengt. Aus den Reaktionsgemischen ron zwei solchen Ansatzen haben 
wir nach Saulentrennung rnit Heptan-Chloroform 1 :2 und Kristallisation aus Aceton- 
Petrolather 280 mg Gi ta loxigenin  vom Schmp. 215-217" in gliinzenden Blattchen 
isoliert. 

b)  aus Gitoxigenin :  200 mg Gi toxigenin  werden in 5 ccm Dimethylformamid 
gelost, rnit 1.5 ccm Ameisensaure-essigsiiure-anhydrid und 20 mg Natriumformiltt 
versetzt und 2 Stdn. bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Dann wird die Losung in 
100 ccm Wasser gegossen und dreimal rnit 20 ccm Chloroform ausgeschiittelt. Die Chloro- 
formlosung wird nach mehrmaligem Waschen mit Wasser i. Vak. ziir Trockne eingeengt.. 
Nach Verteilungschromatographie an Formilmidcellulose mit Heptan-Chloroform 1 : 2 
imd Umkristallisation aus Aceton-Petrolather erhalt man 90 mg Gi ta loxigenin .  Die 
ltnderen Situlenfraktionen enthalten 3 - F o r  my1 - und 3.1 6 - D if or my1 - g i to xigen i n in 
geringer Menge. Zu ihrer Darstellung ist die folgende Methode besser geeignet: 

3 -Formyl-g i tox igenin ,  3.1 6-Diformyl-g i tox igenin  : 2.1 g Gitoxigenin 
wcrden in 70 ccm Aceton und 180 ccm 98-proz. A m e  i s e n  s a u r e  gelost und 30 Min. bci 
Zimmertemperatur stehen gelassen. Der griiBte Teil des Acetons wird dann i. Vak. schnell 
abgezogen und die TJiisung in 2 I Wasser gegossen. Kach dem iiblichen Ausziehen mit 
Chloroform, Waschen mit Wasser und Einengen der Losung bekommt man einen Riick- 
stand, der als Hauptprodukte - neben noeh reichlich nicht umgesetztem Gitoxigenin 
3-Formyl- und 3.16-Diformyl-gitoxigenin enthitlt. Bei der Fraktionierung an Formamid- 
cellulose mit Heptan-Methylathylketon 1 : 1 und Kristallisation aus Aceton-Petrolather 
fallen 380 mg 3.1 6-Diformyl-g i tox igenin ,  Schmp. 220-224'. 520 ing 3 - P o r m y l -  
gi t .oxigenin,  Schmp. 207-2103, und 80 mg Gi ta loxigenin ,  Schmp. 213-215", an. 

3 -Formyl-g i tox igenin ,  C~,H,,O, (418.5) 

3.16-Diformyl-gitoxigenin,  C25H340, (446.5) 

Ber. C 68.87 H 8.19 
Gef. C 68.95 H8.24 
Ber. C 67.24 H 7.69 
Gef. C 66.91 H 7.63 

Auf den Papierchromatogrammen sind bereits vor Behandlung mit Trichloressigsaurc 
4 weitere Flecken rnit blauer Fluorescenz zu erkennen. Es handelt sich dabei sehr wahr- 
scheinlich um forrnylierte Anhydrogitoxigenine. 

3-Acetyl-16-formyl-gitoxigenin wird nach 3Ostdg. Reaktion von 20 mg in 
1 ccm Aceton gelostem Gi ta loxigenin  mit 1 ccm A c e t a n h y d r i d  und 20 mg Natrium- 
acetat erhalten. 

3-Formyl-16-acetyl-gitoxigenin bekommt man durch Umsetzung von 20 nig 
16-Acety l -g i tox igenin  in 1 ccm Aceton mit 1 ccm 98-proz. Ameisensaure wiihrend 
120 Minuten. 

Die beiden gemischten $cylgitoxigenine dienten zu papierchroniatographischen Ver- 
gleichen. Sie wurden nicht isoliert und analysiert. 

Gi ta loxin  aus G i t o x i n :  Bei der Formylierung des Gitoxins ist zu beriicksiehtigen, 
daB die 4 noch freien Hydroxylgruppen der drei Digitoxosen ebenfalls der Veresterung 
zuganglich sind. Je nach den Mengenverhaltnissen der Reaktionspartner und der Dauer 



Elaack, Kaiser ,  Spingler [Jahg. 89 1362 

der Reaktion kann man die Umsetzung so leiten, da13 entwedcr eine weitgohende Formy- 
lierung des gesamten Molekuls, oder im wcsentlichen nur eine Vcresterung am Aglykonteil 
cintritt. Fur die Ausbeute an (5taloxin am gunstigsten erweist sich die folgende Mcthode: 
4 g  Gi toxin  werden in 200 ccm Dimethylformamid gelost, mit 20 ccm A m e i s e n s a u r e -  
css igsaure-anhydr id  und 400 mg Satriumforniiat versetzt und 120 J h .  bei Zimmer- 
temperatur stehen gelassen. - Das Reaktionsgemisch entha.lt 60?& Gitaloxin, 13% hoher 
formyliertr? Produktc und 27% nicht umgesetztes Gitoxin. Die Lijsung wird in 600 ccni 
Wasser gegossen und dreimal mit je 100 ccm Wasser gewaschen. Die Liisung wird i. Vak. 
tingeengt, bis ein fcster Ruckstand und 3-4 ccm Diniethylformamid zuriickbleiben. 
Durch Zumtz von wenig Dimethylformamid bringt man alles in Losung iind gieDt in 
500 ccm Wasser ein. Der dabei ausgefallene Nicderschlag wird abgesaugt, mit vie1 Wasser 
geivaschen, getrocknet und verteiliingschromatographisch mit Cyclohexan-Tetra- 
Iiydrofurari 1 : 1 aufgearbeitet. Aus den vereinigten Gitaloxin-Fraktionen dcr Saden- 
trennung gewinnt man nach Umkristallisieren mit Aceton-Petroliither 2 g reines 
G i t a l o x i n .  

P a p i e r c h r o m a t o g r a p h i e  d e r  a c y l i e r t e n  Gi toxigenine  : Als Grundlage dient 
tlas Verfahren von F. Kaiserg) .  Fur die Papierchromatographie der durch Formylierung 
und -4cetylierung von Gitoxigenin praparativ erhaltenen Acylgitoxigenine sind einige 
neuc Lijsungsmittelgemische eingesetzt worden. Die Chromatogramme werden auf 
,,kleinen Streifen" (!).8x28 cm) entwickclt. Wegen dor z. T. nur sehr geringen Zinter- 
whiede der R,-Wertc ist es erforderlich, von zu vergleichendcn Substanzen immer gleich 
mehrere Chromatogranime in verschiedcnen Liisungsmitteln herzustellen, damit wieder- 
kehmnde RF-Differenzen die notwendigc Sicherheit in der Unterscheidung gebcn. 

Die in der folgentien Tafel verzeichnetcn R,-Wcrte sind Ihrchschnittswerte aus einer 
groRen Anza.hl von IGnzelchrornatogrammen. Die durch Acetylierung von Cxitaloxigenin 
iind Formylierung von 16- Acetyl-gitoxigenin (Oleandrigenin) crhaltenen gemischkn Acyl- 
tterivate 3-Acet.yI-16-formyl-gitoxigenin und 3-Formyl-16-acetyl-gitoxigenin sind nicht 
isolicrt, sondern nur papierchromatographisch nachgewiesen worden. 

-- 

12, - Wc r t e v on  A c y 1 g i t o x ig e n i n e n  i n  v e  r s c h i e d e n c  n 
Losungsmi t te lgemischen  

Substanz 

Gitoxigenin . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
16-Formyl-gitoxigenin .......... 
16-Acetyl-gitoxigenin ........... 
:l-Forinyl-gitoxigenin ........... 
:bA4cetyl-gitoxigenin . . . . . . . . . . . .  
3.16-Diformyl-gi toxigenin ....... 
:~.16-Diacetyl-gitoxigenin ....... 
:I-Acet~l-16-formyl-gitoxigcnin . . 
:LForniyl-16-acetgl-gitoxigenin . . 

I 

13 
25 
29 
38 
47 
56 
72 
67 
65 

I I : C!yclohexan-Tetrahydrofuran 3 : 1 
II : Cyrlohexan-Tetrahydrofuran 4: 1 
TI! : Dekalin-Tetrahpdrofuran 2: 1 
IV: Heptan-Methplathylketon 3:2 I 

R, 
I1 

2 
4.5 
7.0 

11 
17 
25 
50 
38 
36 

100 
TI I 

0 
2.7 
5.4 
8 

13 
19 
37 
29 
27 

gesattigt uiit Formamid 

11,- 

0 
7.8 

10 
13 
19 
24 
39 
31 
29 

l d e n t i f i z i e r u n g  u n d  Kachweis  d e r  aus G i t a l o x i n  u n d  Gi ta loxigenin  
abgespa l tenen  AmeisensZiure 

n) Pepierchromatographisch: 50 mg Githoxigenin werden in 1 ccm Methanol 
gelost und mit 0.3 ccm konz. NH,+O.7ccmH2O versetzt. Nach 2 Stunden werden 
h b e n  dieser Lijsung im Vergleich mit Ammoniumformiat in 3 Llisungsmittelgeemischen 
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papierchromatographiert. Die Flecken werden niit ammoniak. AgXO, sichtbar gemacht. 
Sie sind in  RF-Wert und Reaktion mit Ammoniumformiat identisch. 

1. hhanol-Wasser-konz. NH, 80: 16:4, RF 0.63 
2. tert.-Butanol-Wfcsser-konz. SH,  80: 16:4, R, 0.30 
3. I s~propyla lkohol - lnN~OH 3:2, RF 0.57 
h) Im Destillat der wie ublich durchgefuhrten Mikroatztylhestimmung nach E. W i e -  

BC nberger'e) wird die Spaltsaure auf verschiedene Weise als Amcisensiiun: identifiziert : 
1. durch potentiometrische Titration : der pK-Wert (pH-\Vert bei halber Neutraliea- 

tion) erweist sich als identisch mit dem pK-\Vert der Ameisensiiure. 
Gefunden: p~ 3.7 (Ameisensriure: pK 3.7, Essigsiiure: pK 4.7) 
2. durch die Farbreaktion mit Chromotrops&ure17) nach Reduktion des Destillats mit 

Magnesium in salzsaurer Liisung. 
3. durch das IR-Spektrum des Eindampfriickstandes des mit Natronlauge neutrali- 

Jierten Destillates: Das Spektrum erweist sich als identisch mit dem Spektrum von Na- 
triumformiat. 

198. Johsnnes Brunken und Giinther Baeh*): Synthesen in der 
Imidazolon-Reihe 

lAus deni VRB Yilmfabrik AGFA Wolfen] 
(Eingegangen am 4. Yehriiar 1956) 

Durch Reaktion von Orthocarbonsaureestern mit a-amino-substi- 
tuierten Amtamiden bzw. Glycinamiden hergestellte 1.2-disubsti- 
tuierte Imidazolone-(4 bzw. 5 )  werden auf ihre Brauchbarkeit als 
Ausgangsprodukte fur Sensibilisierungsfarbstoffe untersucht. 

Merocyanine sind als Kreuzungsprodukte von Oxonoleii und Cyaninen auf- 
zufassen. Im Falle der Dimethin-merocyanine handelt es sich um eine Kreu- 
zung von Trimethin-cyaninen und Monomethin-oxonolen entsprechend den 
allgemeinen Formeln Ia ,  b, c. 

,--.. 
,-~. <-y=CH-(i--) 

i t  R-N-C=CH-CH=C I 8  -., I .  /-*, 

0-c-' R-S-C-CH-CH-CH-C=~-R] '-C=O H o b  
I a  Ih  I c  

Als Ausgangsprodukte werden heterocyclische Verbindungen mit reaktions- 
fahiger Ketomethylen-Gruppierung, z. B. Rhodanin- oder Thiohydantoin- 
Derivate, verwendet. Falls letztere eine weitcre kondensationsfahige Gruppe 
enthalten, lassen sich daraus hergestellte Merocyanine zu drei- und mehr- 
kernigen Farbstoffen, Merocyaninen hoherer Ordnung l), weiterkondensieren. 
Von besonderem Interesse sind Farbstoffe der allg. Formel I1 (Y = S, 0, "R, 

16) Mikrochem. verein. Mikrochim. Acta 83, 51 [1948J. 
17) F. D. Snel l  u. C. T. Snel l ,  Colorimetric Methods of Analysis, 3. Aufl., Bd. 111, 

8. 304, D. Van Nostrand Company, Inc., New York 1953. 
*) Ein Teil der Arbeit ist ein Auszug der Dissertation des einen.von uns. Wir danken 

auch an dieser Stelle Herrn Prof. Dr. W. Tre ibe ,  Leipzig, fur die mernahme dea Refera- 
tes  und fiir das dieser Arbeit entgegengebrachte Interesse. 

1) Vergl. P. K h i n r a t h ,  Angew. Chcm., Ausg. A 60,36 [1948]. 
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