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177. Trennung und Bestimmung herzwirksamer Glykoside
und deren Aglykone durch Chromatographie an Silicagel.
27. Mitteilung iiber Herzglykoside?!)
von A. Stoll, E. Angliker, F. Barfuss, W. Kussmaul und J. Renz.

(9. VL. 51.)

1. Einleitung.

Die Digitalisglykoside und die ihnen nahe stehenden Digitaloide
bilden eine Gruppe von herzwirksamen Naturstoffen, die neben ihrer
chemischen Verwandtschaft auch dhnliche physikalische Eigenschaften
aufweisen. Sie besitzen keine basischen und keine sauren Gruppen;
gegeniiber chemischen Agenzien, besonders gegeniiber Sduren und
Laugen sind sie indessen empfindlich. Die Isolierung von ein-
heitlichen Herzglykosiden aus den Drogen geschieht daher meist
mit rein physikalischen Methoden und gestaltet sich besonders dann
schwierig, wenn mehrere nahe verwandte Glykoside in einer Droge
miteinander vergesellschaftet sind, was oft der Fall ist. Neben der
Abtrennung von unerwiinschten Begleitstoffen und der Aufteilung
von komplizierten Gemischen in ihre einheitlichen Komponenten
handelt es sich gelegentlich auch darum, die Einheitlichkeit von
sogenannten Reinglykosidpriparaten, wie sie von den Arzneibiichern
gefordert wird, unter Beweis zu stellen. Es sind daher schon seit
langem und besonders in der letzten Zeit grosse Anstrengungen
gemacht worden, um einwandfreie Methoden zur Trennung, Identi-
fizierung und Reinheitspriifung von herzwirksamen Glykosiden aus-
zuarbeiten. Die ganz kiirzlich erschienenen Arbeiten?) z. B. zeigen,
dass es mit Hilfe der Papierchromatographie gelingt, Digitalis- und
Strophanthusglykoside wie auch deren Aglykone zu trennen und auf
Einheitlichkeit zu priifen.

Fir die quantitative Bestimmung von reinen Glykosiden aus
Digitalis- und Strophanthusdrogen und ihren Agiykonen sind mehrere
kolorimetrische Methoden herangezogen worden. Entsprechende Vor-
schriften sind z. B. fiir die Farbreaktionen nach Baljet®), Keller-
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Kiliani'), Legal?), Raymond®) und fiir einige andere?) ausgearbeitet
worden. In Gemischen kénnen die einzelnen Komponenten damit
allerdings nicht erkannt werden, da Farbreaktionen fiir die Glieder
einer ganzen Gruppe von nahe verwandten Herzglykosiden gleich
verlaufen. Zur Bestimmung der einzelnen Komponenten des Digi-
lanids, des isomorph kristallisierten Gemisches aus Lanatosid A, B
und O, ist die Verteilung zwischen zwei nicht mischbaren Losungs-
mitteln beniitzt worden?). Diese Methode gibt bei reinen, einfachen
Gemischen von Stoffen, von welchen die Verteilungskoeffizienten
zwischen den betreffenden Lisungsmitteln ermittelt sind, zuverlissige
Werte, erfordert aber zur Durchfithrung relativ viel Substanz.

In der vorangehenden Mitteilung®) wurde gezeigt, dass sich zur
priaparativen Darstellung einer Reihe von Glykosiden aus dem kompli-
zierten Glykosidgemisch der weissen Meerzwiebel die Verteilungs-
chromatographie an einer Sdule aus einer speziellen Sorte von mit
Wasser gesittigter Kieselgur (sog. Diatomitstein) gut bewihrt. Fiir
analytische Zwecke war der Aufwand an Material und Losungs-
mitteln allerdings zu gross, so dass wir nach einem geeigneteren
Material Umschau hielten. Inzwischen haben vor allem amerikanische
Forscher Bilicagel mit Erfolg fiir verschiedene Trennungen (von acet-
ylierten?) und freien Aminosiduren®), Antibiotica?), methylierten
Zuckern'®), organischen Siuren!), Alkaloiden!?) u.a.) angewandt. In
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zahlreichen Versuchen konnten wir feststellen, dass Silicagel auch
fir die Aufteilung von Herzglykosidgemischen in jhre einheitlichen
Komponenten geeignet ist und berichten im folgenden iiber unsere
Erfahrungen.

Das bei diesen Untersuchungen verwendete Silicagel haben wir
aus technischem Wasserglas durch Féllen mit Salzsdure und Trocknen
bei 100—120° hergestellt. Fin solches Priparat nimmt mehr als sein
eigenes Gewicht an Wasser ohne zusammenzubacken wieder auf. Fiir
die verschiedenen Trennungen wurde das Silicagel entweder voll-
stindig oder nur teilweise mit Wasser gesittigt, mitunter aber auch
ganz trocken angewandt?!). Durch diese Variationsmoglichkeit kénnen
verschiedene Trenneffekte erzielt werden. Bei mit Wasser geséattigtem
Silicagel wird die Verteilungschromatographie im Vordergrund
stehen, wihrend bei Verwendung von trockenem Silicagel die Ad-
sorptionschromatographie eine Rolle spielt. Zwischen diesen beiden
Extremen werden bei mehr oder weniger wasserhaltigen Silicagelen
wahrscheinlich diese beiden und noch andere Effekte bei der Auf-
teilung von Substanzgemischen?) zusammenwirken.

Als mobile Phase hat sich bei unsern Siulenversuchen entweder
ganz trockener oder dann wassergesittigter Essigester mit Zusitzen
bis zu 59, Methanol und in einigen Fillen auch Chloroform mit
einem Gehalt bis zu 59, Methanol bewéhrt. Der verschiedene Wasser-
gehalt des Silicagels und die Auswahl der Ldsungsmittel bietet eine
grosse Variationsmoglichkeit, die den Eigenschaften der zu trennenden
Glykoside oder Aglykone angepasst werden kann.

Bei FEinhaltung standardisierter Bedingungen sind die von den
einzelnen Glykosiden in der Siule zuriickgelegten Strecken relativ
konstant, d. h. ein bestimmtes Glykosid wird immer in den gleichen
Fraktionen angetroffen. Fiir Identititsprifungen wird man daher die
reine Vergleichssubstanz unter den gleichen Bedingungen chromato-
graphieren. Zur Trennung von komplizierten Gemischen reicht eine
einzige Saule oft nicht aus. In diesem Fall wird man in einem ersten
Versuch das Gemisch grob aufteilen und in einer folgenden Siule
unter verinderten Bedingungen (Silicagel mit anderem Wasser-
gehalt, andere Losungsmittel) die einzelnen Fraktionen weiter aus-
einanderziehen.

Im folgenden werden wir an verschiedenen Beispielen zeigen, wie
diese Methode zur quantitativen Trennung von herzwirksamen
Glykosiden und Aglykonen und zu deren Identifizierung und Rein-
heitsprifung angewandt werden kann. Die experimentellen Einzel-

1y Vgl. auch H. Bretschneider, Sitzungsber. Akad. Wissensch. Wien, Abt. IIb, 150,
129 (1941).

2) Vgl. hierzu auch P. Decker & W. Riffart, Chem. Ztg. 74, 261, 273 (1950); H. R.
Bentley & J. K. Whitehead, Biochem. J. 46, 341 (1950); Chevallier & Dubouloz, Referat in
Chem. Ztg. 74, 122 (1950).
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heiten, wie z. B. die Herstellung des Silicagels und die Ausfiihrung
der Chromatographie, werden im experimentellen Teil dieser Arbeit
beschrieben.

2. Trennung und Priifung von Scillaglykosiden.

Recht instruktiv ist das Verhalten von vier reinen, kristalli-
sierten Glykosiden aus der weissen Meerzwiebel, ndmlich Proscillari-
din A, Scillaren A, Scilliglaucosid und Scillicyanosidl) an einem wasser-
gesittigten Silicagel.

Als mobile Phase diente wassergesittigter Essigester mit einem Gehalt von 0,59
Methanol. Das Ergebnis dieser Versuche ist in Figur 1 graphisch zusammengestellt. Auf
der Abszisse wird die gesamte Anzahl cm?® des abgelaufenen Losungsmittels, auf der Or-

dinate der Gehalt von je 10 cm? an Glykosid in mg, d. h. die Glykosidkonzentration auf-
getragen.
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Fig. 1.
Priifung von Proscillaridin A, Scillaren’A, Scilliglaucosid und Scillicyanosid
an wassergesattigtem Silicagel.

Glykosid Eingewogen | Gefunden
mg mg
Proscillaridin A . . 10,0 10,4
Scillaren A . . . . 40,0 41,4
Scilliglaucosid . . 15,0 15,8
Scillicyanosid . . 15,0 15,2

Wihrend Proscillaridin A sehr schnell durchlauft, so dass schon nach 150 cm?® das
Losungsmittel glykosidfrei ablduft, so erscheint Scillaren A erst nachdem bereits 120 cm?
Losungsmittel abgelaufen sind. Die Zone, in der sich die beiden Kurven iiberdecken, ist
nur sehr schmal. Viel spater (nach 420 cm?) erscheint Scilliglaucosid, und erst wenn
700 cm? Losungsmittel abgelaufen sind Scillicyanosid.

1) A. Stoll & W. Kreis, Helv. 34, 1431 (1951).
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Diese Verhiltnisse entsprechen fast einem Idealfall, indem es
gelingt, ein aus 4 Glykosiden bestehendes Gemisch mit einer Siule
und einem Loésungsmittel in seine 4 praktisch einheitlichen Kom-
ponenten aufzuteilen. Ein kiinstliches Gemisch dieser 4 Glykoside
ergab denn auch das in Figur 2 dargestellte Bild. Wie erwartet,
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Fig. 2.
Trennung eines kiinstlichen Glykosidgemisches
an wassergesittigtem Silicagel.

~

Glykosid Eingewogen | Gefunden
mg mg
Proscillaridin A . . 10,0 11,6
Scillaren A . . . . 40,0 40,6
Scilliglaucosid . . 15,0 15,8
Scillicyanosid . . 15,0 13,2
Total . 80,0 81,2

findet tatsidchlich eine Trennung dieser 4 Komponenten statt; die
Konzentrationsmaxima der einzelnen Glykoside liegen bei dem
Gemisch an den gleichen Stellen wie in Figur 1. Es findet demnach
keine wesentliche gegenseitige Beeinflussung der Komponenten
statt, und die Wanderungsgeschwindigkeit der einzelnen Stoffe ver-
lduft weitgehend unabhingig von den Begleitsubstanzen. Die ein-
zelnen Fraktionen unterscheiden sich voneinander scharf in der
Liebermann’schen Farbreaktion!); die wiedergefundenen Mengen
entsprechen ziemlich genau den Einwagen der einzelnen Glykoside.
Ein gereinigtes Gesamtglykosidpriparat aus der weissen Meer-
zwiebel ergibt, wie aus der Darstellung in Figur 3 hervorgeht, unter
den oben angewandten Bedingungen keine so scharfe Trennung, da
neben den in Figur 1 und 2 erwihnten wichtigsten Glykosiden noch
mehrere andere im natiirlichen Glykosidgemisch enthalten sind, die
in der Sdule zwischen den 4 genannten Glykosiden wandern.
. Weitere Glykoside, die z. T. schon in der vorangehenden Arbeit?)
beschrieben worden sind, lassen sich gut nachweisen, wenn man die

1) A, Stoll & W. Kreis, Helv. 34, 1431 (1951).
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einzelnen Fraktionen des Sidulenversuches auf ihr Verhalten bei der
Liebermann’schen Farbreaktion priift.

Bei einem so komplizierten Gemisch, wie es im Gesamtglykosid-
praparat der weissen Meerzwiebel vorliegt, besteht die Moglichkeit,
durch Variation der Versuchsbedingungen, beispielsweise durch Ver-
wendung eines nicht ganz wassergesittigten Silicagels oder durch
Anwendung von grisseren Siulen (vgl. experimentellen Teil), einzelne
Bereiche der in Figur 3 dargestellten Elutionen so weit auseinander-
zuziehen, dass auch die nur in geringer Menge anwesenden Glykoside
wenigstens zum Teil erfasst werden kénnen. Wie aus Figur 3 hervor-
geht, konnten von den eingewogenen 100 mg Substanz nur 85 mg
mit 1400 cm?3 Essigester eluiert werden. Der in der Siule verbleibende
Rest von 159, besteht aus einer Reihe von weiteren Glykosiden,
die in der voranstehenden Arbeit z.T. bereits beschrieben worden
sind.
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Fig. 3.
Aufteilung eines Glykosidkomplexes aus der weissen Meerzwiebel
an wassergesattigtem Silicagel,

Eingewogen: 100 mg Gefunden (bis 1400 cm?®): 85,2 mg.

Wie schon erwihnt, lassen sich mit der wassergesittigten Siule
nicht alle Glykoside voneinander trennen, z. B. auch das Proscillari-
din A nicht von seinem Anhydro-Aglykon, dem Scillaridin A. Wird
aber an Stelle von wassergesittigtem Silicagel trockenes Material ver-
wendet, so gelingt die Trennung dieser beiden Stoffe, wie aus der
Figur 4 hervorgeht.

Durch die Verwendung von trockenem Essigester oder von
Chloroform als Ldsungsmittel konnten die beiden Maxima noch
weiter auseinandergezogen werden. '

Das Hauptglykosid der roten Meerzwiebel, das Scillivosid!) 14sst
sich mit der wassergesittigten Silicagelsiule bestimmen (Fig. 5).

Sein Konzentrationsmaximum liegt zwischen demjenigen von
Scillaren A und Scilliglancosid. Ein Gemisch von Proscillaridin A,
Scillaren A, Scillirosid und Scilliglaucosid kann demnach in die Kom-

1y A. Stoll & J. Renz, Helv. 25, 43 (1941).
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ponenten aufgeteilt werden, wie das Ergebnis mit einem kiinstlichen
Gemisch in Figur 6 zeigt. Die rote Meerzwiebel liefert ein dhnliches
Gemisch, wie die Aufteilung eines gereinigten Gesamtglykosid-
priparates aus einer nordafrikanischen Droge in Figur 7 ergibt.
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Fig. 4.

Trennung eines Gemisches von
Scillaridin A und Proscillaridin A
an trockenem Silicagel.
Scillaridin A: Eingewogen: 21,9 mg
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Proscillaridin A: Eingewogen: 51,8 mg
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Fig. 6.
Trennung eines kiinstlichen Gly-
kosidgemisches an wassergesattig-
tem Silicagel.

Glykosid Eingewogen| Gefunden
mg mg
Proscillaridin A 20,1 20,1
Scillaren A . . 20,3 22,5
Scillirosid . . . 43,3 41,4
Scilliglaucosid . 20,4 18,1
Total 104,1 102,1
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Fig. 5.
Prifung von Scillirosid an wasser-

gesattigtem Silicagel.
Eingewogen: 19,4 mg

Gefunden: 20,7 mg
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Fig. 7.

Aufteilung eines Glykosidkomple-
xes [aus roter Meerzwiebel an
wassergesdttigtem Silicagel.
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Auch hier ist wegen der Anwesenheit kleiner Mengen von Be-
gleitglykosiden die Trennung nicht so scharf wie beim kiinstlich aus
4 reinen Komponenten zusammengesetzten Gemisch. Die Lage der
Maxima und die Liebermann’schen Farbreaktionen sprechen jedoch
eindeutig fiir die Anwesenheit der 4 erwihnten Glykoside.

3. Trennung und Prifung von Digitalisglykosiden und
-aglykonen.

Die Glykoside der Digitalis lanata bestehen zur Hauptsache
aus den 3 Lanatosiden (Digilaniden) A, B und C%), die, wie erwihnt,
isomorph kristallisieren und durch Umkristallisieren nicht vonein-
ander getrennt werden konnen. An einer wassergesittigten Silicagel-
sdule lassen sich mit Hilfe von wassergesittigtem, 0,59, methanol-
haltigem Essigester sowohl die einzelnen Komponenten bequem be-
stimmen (Fig. 8) als auch ein Digilanidgesamtpriparat mit einer
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Fig. 8.
Prifung der Lanatoside A, B und C an wassergesdttigtem Silicagel.
Glvkosid Eingewogen | Gefunden
v mg mg
Lanatosid A . . . 54,3 53,6
Lanatosid B . . 42,8 41,4
Lanatosid C 50.2 49,3

1) A. Stoll & W. Kreis, Helv. 16, 1049 (1933).
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Genauigkeit von 4-39%, in die einzelnen Komponenten aufteilen
(Fig. 9).
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Fig. 9.
Trennung eines Gemisches von Lanatosid A, B und C an
wassergesittigtem Silicagel.
Eingewogen: 55,7 mg Gesamtdigilanid Gefunden: 24,5 mg Lanatosid A, 456%
8,0 mg Lanatosid B, 15%,
22,1 mg Lanatosid C, 40%,
Total 54,6 mg

Wihrend es bei den Scillaglykosiden im allgemeinen belanglos
ist, ob die Substanz in fester Form oder geldst auf die Sdule gebracht
wird, ist es bei den Digitalisglykosiden vorteilhaft, wenn die Pri-
parate in gelostem Zustand auf die Siule gegeben werden. Im Elu-
jerungsmittel selbst sind Digitalisglykoside z. T. zu wenig loslich,
80 dass eine mdoglichst konzentrierte Losung davon in Methanol,
Chloroform, Pyridin oder in einem Gemisch dieser Lésungsmittel
auf die Sidule gegossen wird. Unter diesen Bedingungen lassen sich
alle bekannten Abkommlinge der 3 genuinen Lanataglykoside, also
die Desacetyllanatoside A und B (Purpureaglykoside A und B),
ferner Desacetiyllanatosid C, Digitoxin, Gitoxin und Digoxin, Acetyl-
digitoxin, Acetylgitoxin und Acetyldigoxin, mit der Sdule bestimmen.
Zum Teil muss der Methanolgehalt des wassergesittigten Essigesters
etwas erhoht werden, damit sich die Elution nicht iiber zu viele
Fraktionen erstreckt. Dies ist besonders fiir die Glykoside der Desa-
cetylstufe (Purpureaglykoside A und B, Desacetyllanatosid C) von
Vorteil,

Die Digitalisaglykone sowie die Glykoside der Digitoxinstufe
(Digitoxin, Gitoxin und Digoxin) und der Acetyldigitoxinstufe
(Acetyldigitoxin, Acetylgitoxin und Acetyldigoxin) befinden sich
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beim Passieren der wassergesittigten Silicagelsdule in den ersten
Fraktionen. Ihre Konzentrationsmaxima fallen im grossen und
ganzen mit demjenigen von Lanatosid A zusammen. Unter diesen
Bedingungen sind auch die beiden Purpureaglykoside A und B, die
genuinen Glykoside der Digitalis purpureal), nicht einwandfrei von
den Lanatosiden B und C der Digitalis lanata zu trennen. Es war
deshalb notwendig, fiir gewisse Trennungen die einzelnen Maxima
weiter auseinanderzulegen. Dies kann auf zwei Wegen erreicht
werden: 1. Durch Verwendung von mehr Silicagel, d. h. durch gros-
gere und besonders hohere Sidulen, oder 2. durch Variation des
Wassergehalts des Silicagels. Wir haben im allgemeinen den letzteren
Weg gewihlt.

Um den Einfluss des Wassergehalts zu illustrieren, haben wir
in Figur 10 das gleiche Substanzgemisch, bestehend aus Digitoxin,
Gitoxin, Lanatosid A, Lanatosid B, Purpureaglykosid A und Pur-
pureaglykosid B in 4 Versuchen am gleichen Silicagel, aber mit ver-
schiedenem Wassergehalt chromatographiert.
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Fig. 10.
Aufteilung eines kiinstlichen Digitalisglykosid-Praparates an
Silicagel mit verschiedenem Wassergehalt.

I = Digitoxin und Gitoxin IV = Desacetyl-lanatosid A

II = Lanatosid A V = Desacetyl-lanatosid B

III = Lanatosid B

1) A. Stoll & W. Kreis, Helv. 16, 1390 (1933).
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Bei den einzelnen graphischen Darstellungen ist jeweils ange-
geben, wieviel Wasser (37, 32, 30 und 25 cm?) dem trockenen Silicagel
(36 g, Wasseraufnahmefiahigkeit 38 em?, vgl. S. 14) zugesetzt wurde.
Man erkennt deutlich, wie mit abnehmendem Wassergehalt die ein-
zelnen Maxima allmahhch weiter ausemanderrucken und dadurch
schirfer voneinander getrennt werden.

Unter den in diesem Versuch angegebenen Bedingungen lasst
sich das Digitoxin noch nicht von seinen Verwandten mit gleichem
Zuckerrest, dem Gitoxin und Digoxin trennen. Auch alle Glykoside,
die sich von den Lanatosiden nur durch Abspaltung des Glucose-
restes ableiten, wie z. B. das Acetyldigitoxin, werden mit den gleichen
Fraktionen eluiert. Fiir diese Serie von Glykosiden eignet sich trok-
kenes Silicagel in Verbindung mit wassergesittigtem oder trockenem
Losungsmittel als mobile Phase. Unter solchen Bedingungen erfolgt
die Elution des Digitoxins z. B., wie die Figur 11 darstellt, in engen
Grenzen.
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Fig. 11.
Prifung von reinem Digitoxin an trockenem Silicagel.
Eingewogen: 94,6 mg Gefunden: Digitoxin 94,0 mg

Gitoxin 0,2 mg
*) Farbreaktion nach Keller-Kilians.

Der Versuch zeigt zugleich, dass das dafiir verwendete Digitoxin
weitgehend einheitlich ist und weniger als 0,59, Gitoxin enthélt,
was mit Hilfe der Keller-Kiliani’schen Farbreaktion noch erkannt
werden kann.

Alle Fraktionen im Bereich des Maximums geben die fiir Digitoxin charakteristische
braune Zone beim Unterschichten der Lésungen in eisenchloridhaltigem KEisessig mit
konz. Schwefelsdure. Nur einige Fraktionen am rechten Auslauf der Kurve (zwischen

350 und 450 cm3) zeigen bei der Keller-Kiliani-Reaktion eine schwache rote Zone, die
auf eine Spur Gitoxin hindeutet.
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Zum Vergleich haben wir ein USP-Digitoxin-Standardpraparat gepriift. Das Er-
gebnis dieser Priifung ist in Figur 12 wiedergegeben.
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(wassergessitigh, 5% Methanol)
Fig. 12.

Priifung von U.S.P.-Digitoxin Reference Standard an
trockenem Silicagel.

Eingewogen: 51,2 mg Gefunden total: 51,3 mg
*) Farbreaktion nach Keller-Kilians.

Hier zeigen die Fraktionen zwischen 300 und 500 ¢cm?® bei der Keller- Kiltani’schen
Farbreaktion die fiir Gitoxin charakteristische karminrote Zone, womit auch die Lage
dieser Fraktionen im Chromatogramm iibereinstimmt. Mit Hilfe der Silicagelsidule gelingt
es also, in Digitoxinpraparaten auch kleine Mengen von Begleitglykosiden nachzuweisen.

In drei weiteren Beispielen zeigen wir die Trennung von Acetyl-
digitoxin und Digitoxin (Fig. 13), des Aglykons Digitoxigenin vom
Acetyldigitoxin-« (Fig. 14) und des Acetyldigoxin-« vom Digoxin
(Fig. 15). Alle drei Versuche wurden mit trockenem Silicagel und
wasserfreiem Losungsmittel ausgefiibhrt.

7 Heelyl-djigitonin- e
Ca /{7-*
N f Digitoxigenin
S X
EN
N 5
X ]
13 T
§
U : 8 Heetyl-digifoxin— o
Digitoxin N
L )
A A A AN A A A A A A Y
cm’Essigester o Chlpratorm
(0.5 % Methanol) (2,2 % Methanol)
Fig. 13. Fig. 14.
Trennung eines Gemisches von Trennung eines Gemisches von
Acetyl-digitoxin-x und Digitoxin Digitoxigenin und Acetyl-digi-

an trockenem Silicagel. toxin-« an trockenem Silicagel.
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Trotz Variation der Bedingungen gelang es uns bisher noch
nicht, das Digoxigenin vom Acetyldigoxin-« zu trennen; diese beiden
Substanzen, die sich vom Lanatosid C ableiten, zeigten in der Siule
stets die gleiche Wanderungsgeschwindigkeit.

? V2 Acely/~dipoxin- o
N
:
E Digoxin
3,
v4]
7
4 T 50 0 Y
cm’ Essigester
(0.5 % Methano!)
Fig. 15.

Trennung eines Gemisches von Acetyl-digoxin-« und Digoxin
an trockenem Silicagel.

Vom Acetyldigoxin und vom Acetyldigitoxin sind zwei Isomere,
die sog. «- und pB-Formen!) beschrieben worden. Diese Isomerie
hingt offensichtlich mit der Acetylgruppe zusammen und #ussert
sich in verschiedenen Kristallformen, Schmelzpunkten und Dreh-
werten. Auch bei der Trennung dieser beiden Isomeren hat die Sili-
cagelsdule bisher versagt. Sie leistet dagegen wiederum gute Dienste
bei der Trennung verschiedener Digitalisaglykone, so z. B. bei der
Aufteilung eines Gemisches von Digitoxigenin und Digoxigenin, wie
sie in Figur 16 schén zum Ausdruck kommt.

Digitoxigemn

Digoxjgemn

W W m aw Tm w
cm? Chleroform

(2 % Methanol)
Fig. 16.
Trennung eines Gemisches von Digitoxigenin und Digoxigenin
an trockenem Silicagel.

Auch die vom Gitoxigenin durch Acetylierung und Wasser-
abspaltung sich ableitenden Verbindungen kénnen in einer trockenen
Silicagelsdule voneinander getrennt und bestimmt werden. So haben

1) A. Stoll & W. Kreis, Helv. 17, 592 (1934).
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wir beispielsweise ein Priparat, das wir nach saurer Hydrolyse einer
aus der Digitalis lanata stammenden acetylierten Glykosidmutter-
lauge erhielten, und das sich bei der Keller-Kiliani’schen Farb-
reaktion durch eine Rotzone kennzeichnete, untersucht (Fig. 17)
und dabei Fraktionen erhalten, die sich mit 14,16-Dianhydrogitoxi-
genin'), Oleandrigenin (= 16-Acetylgitoxigenin)?) und Gitoxigenin
identifizieren liessen,

74, 16 —Dianfuydro - gitoxigemn

L, = +531° (% sproz, Alkokel)

Smp. (1949 200°-205
Mit Tetranitromeltian gelbbraune Farbung

Fal
";T Desndrigeninn (2)
8 Lo =~89° (Methondl)
o Smp. 212 554°
N Mit Tefranmitrometfian keine Farbung
N
1)
N

Gitoxigenin

W M W A0 M T A9 0 M T
cmr? Chloroform

(2% Meltanol )
Fig. 17.
Untersuchung eines Hydrolysenproduktes einer acetylierten Gitoxigenin-
Glykosid-Fraktion aus Digitalis lanata an trockenem Silicagel.

Wahrscheinlich sind diese zuckerfreien Verbindungen zum Teil
sekundire Produkte, die bei der sauren Hydrolyse eines acetylierten
Gitoxigeninglykosids entstanden sind. Das Beispiel zeigt immerhin,
dass sich die Silicagelsdule auch zur Trennung von Abbau- und Um-
wandlungsprodukten von herzwirksamen Glykosiden eignen kann.

4. Trennung von Strophanthusglykosiden.

Von den drei wichtigsten Glykosiden des Strophanthus kombé
lisst sich das Cymarin in einer Sdule aus wassergesittigtem Silicagel
von den beiden andern Glykosiden, dem k-Strophanthin-g und dem
k-Strophanthosid3) abtrennen (s. Fig. 18).

1) Fiir 14,16-Dianhydro-gitoxigenin fand H. Kiliani, B. 53, 240 (1920), eine spezifi-
sche Drehung von [o], = +454% (in 95-proz. Alkohol). Vgl. auch K. Meyer, Helv. 32,
1999 (1949). Bei unserer Spitzenfraktion liegt der spezifische Drehwert bei + 5519 (in
Alkohol).

?) Fir Oleandrigenin fand W. Neumann, B. 70, 1547 {1937), einen Smp. von ca.
2239 und eine Drehung von [a]ls = —8,50 (in Methanol). 4. Hunger & T. Reichstein,
Helv. 33,91 (1950), fanden Smp. 225-—228°; [a]})ﬁ = —9,80 (in Methanol).

3y A. Stoll, J. Renz & W. Kreis, Helv. 20, 1484 (1937).

93
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Die beiden letzteren, in Wasser leicht loslichen Glykoside
werden unter diesen Bedingungen nicht aus der Siule herausgelost.
Dieser Versuch hat keine praktische Bedeutung, da das Cymarin
auch durch Ausschiitteln z. B. mit Chloroform aus wisseriger Lisung
einfach und quantitativ von k-Strophanthin-f und k-Strophanthosid
abgetrennt werden kann.

my pro &8 cm’ —s-
iy
2 8 3

s

Y/
em? Fssigester
fwassergessitiph 5% Methanol)

Fig. 18.
Untersuchung von Cymarin an wassergesattigtem Silicagel.
Eingewogen: 56,6 mg Gefunden: 58,3 mg

Die Silicagelsiule scheint also unter den hier besprochenen Be-
dingungen zur Trennung von leicht wasserldslichen Glykosiden nicht
geeignet zu sein. Das Beispiel des Cymarins, das aus den leicht
wasserloslichen Glykosiden durch enzymatische Abspaltung von
Glucoseresten entsteht und aus der Siule gut eluiert wird, gibt in-
dessen einen Fingerzeig dafiir, dass die Silicagelsiule zur Trennung
von anderen Glykosiden der Cymarinstufe (z. B. Periplocymarin,
Emicymarin, Sarmentocymarin) unter Variation des Wassergehaltes
geeignet sein diirfte.

Anderseits besteht die Moglichkeit, auch die leicht wasser-
loslichen, zuckerreichen Glykoside mit der Silicagelsdule voneinander
zu trennen, darin, dass sie in ihre in Wasser fast unloslichen Acetyl-
derivate iibergefithrt, und dass diese in der Siule getrennt werden.
In Figur 19 ist das Verbalten von Heptacetyl-k-strophanthosid
wiedergegeben, das mit Chloroform + 29, Methanol quantitativ
aus der S#ule eluiert wird. Die Figur 20 zeigt die Trennung von
Acetylecymarin und Heptacetyl-k-strophanthosid, wobei in den 3 Ver-
suchen lediglich der Methanolgehalt des eluierenden Chloroforms
ganz wenig variiert wurde.

Aus diesen Versuchen geht eindeutig hervor, dass minimale
Anderungen im Methanolgehalt der mobilen Phase den Trennungs-
effekt ganz erheblich beeinflussen kénnen. Wiahrend mit einem Gehalt
von 1,59, Methanol noch keine einwandfreie Trennung stattfindet,
0 ist bei einem Gehalt von 1,3 9, Methanol die Trennung bereits gut;
bei 1,29, Methanol sind die beiden Maxima noch etwas weiter aus-
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einandergezogen. Bei diesem Methanolgehalt ist die Kurve fiir das
Heptacetyl-k-strophanthosid schon flach, d. h. die Verbindung wird
langsam aus der Sidule eluiert, was fir praktische Zwecke ungeeignet
ist. Die kaum wasserloslichen acetylierten Glykoside sprechen in
ihrem Verhalten in der Siule ganz besonders empfindlich auf so kleine
Anderungen im Methanolgehalt an.

Peetyleymarin
747
VA Heplacely/- k~strophanltosid
jL
/ -
w 500 oo Chloraform
T 71,5 %Methans))
~ Acelyleymarin
§
N
N
]
®
S Heplacelyl-k-straphanlhosid
/_
J V7 5. o0 7%
N cmjﬁ/o/’a/?;rm
%M Acelyleymarin (15 hMetteml)
S
ij J<
N
N Heplacelyl-k—strophanthosid
/ ' , "
w 0 e /o0 500 1089 200
cm?{Hloraform cm? Chloraform
[Z % Methanol) (12% Methanal)
Fig. 19. Fig. 20.
Prifung von Heptacetyl-k-stro- Aufteilung eines Gemisches von
phanthosid antrockenem Silicagel. Acetylecymarin und Heptacetyl-k-
Eingewogen: 98,8 mg strophanthosid an trockenem
Gefunden: 101,5 mg Silicagel.

Experimenteller Teil.

1. Herstellung des Silicagels. 1 Liter kiufliches Wasserglas (d = 1,35—1,40)
wird mit 2 Liter dest. Wasser verdiinnt. Zu der durch Filtration geklarten Losung lasst
man unter gutem Riihren in 2— 3 Minuten 200— 300 cm? einer 18-proz. Salzsaure (1 Teil
konz. Saure + 1 Teil Wasser) zufliessen. Es entsteht dabei eine feste Gallerte, dic durch
Kneten in einen gleichmissigen Brei, der noch stark alkalisch reagiert, iibergefiihrt wird.
Unter intensivem Riihren wird nun weiter 18-proz. Salzséure (300— 400 cm?) hinzugefiigt,
bis die Aufschlimmung schwach sauer reagiert. Die Siurezugabe wird so reguliert, dass
der Brei Kongopapier nie blau farbt, Nachdem sich das pH auf ca. 6 eingestellt hat, wird
noch wihrend einer Stunde gut geriihrt, und wenn nétig, noch etwas Saure zugetropft.
Dann wird das Gel abfiltriert und durch mehrfaches Aufschlimmen in Wasser weitgehend
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vom Kochsalz befreit. Nach zweitigigem Trocknen bei 100 —120° (ohne Vakuum) und
Passieren durch ein Sieb (lichte Maschenweite 0,3— 0,4 min) erhilt man ein neutrales,
feinsandiges Pulver, das 1002009, seines Gewichtes an Wasser aufzunehmen vermag
ohne zusammenzubacken.

Es ist uns bis jetzt noch nicht gelungen, die Herstellung des Silicagels zu standardi-
sieren. Die Silicagele variieren meist etwas in ihrer Fihigkeit, Wasser aufzunehmen.
Aber auch bei gleicher Aufnahmefahigkeit fiir Wasser sind noch Unterschiede, die sich
im Trennunggeffekt auswirken, vorhanden. Es empfiehit sich‘daher, einzelne Silicagel-
chargen mit bekannten Substanzen auszutesten und die optimalen Bedingungen fur die
Wasserzugabe zum Gel einerseits und fiir die Alkoholzugabe zum Lésungsmittel ander-
seits von Fall zu Fall auszuprobieren. Das bei 100 — 120° getrocknete Silicagel wurde bisher
immer als trockenes Silicagel bezeichnet, obwohl es beim FErhitzen im Hochvakuum
auf 150—200° noch 3—59% Wasser abgibt!).

2. Ausfiihrung der Chromatographie. Die in dieser Arbeit mitgeteilten Ver-
suche haben wir mit Einwagen von 5—100 mg Substanz ausgefiihrt. Es hat sich als zweck-
miissig erwiesen, fir diese Substanzmengen Siulen aus 36 g Silicagel zu bereiten. Zur
Herstellung einer mit Wasser gesittigten Silicagelsidule wird das trockene Silicagel in
einem Becherglas mit der entsprechenden Menge Wasser, wozu bei einer Wasseraufnahme-
fihigkeit von beispielsweise 150% 54 cm?® Wasser notig sind, innig vermischt. Das so er-
haltene homogene, noch etwas stdubende Pulver wird mit dem Eluierungsmittel, z. B.
wassergesittigtem Essigester mit 0,5%, Methanolgehalt, zu cinem diinnen Brei angeriihrt
und in eine gewdShnliche Chromatographierréhre (innerer Durchmesser 2,2—2,3 cm,
Hahnréhre), die an ihrem unteren Ende mit etwas Watte abgedichtet ist, eingefiillt.
Durch vorsichtiges Rithren mit einem Glasstab ldsst man eventuell vorhandene Luft-
blasen entweichen und das iiberschiissige Losungsmittel abtropfen. Dann wird die Sub-
stanz sofort, entweder in fester Form (vermischt mit etwas Silicagel) oder gelést in 0,5
bis 1 ¢m® Pyridin, Methanol oder Chloroform auf die Siule gegeben. Wenn sich das Elu-
ierungsmittel zur Losung der Substanz eignet, wird dieses verwendet. Wahrend Scilla-
glykoside im allgemeinen trocken auf die Saule gebracht werden kénnen, ist es fur
Digitalisglykoside vorteilhafter, sie gelost zu verwenden. Durch teilweises Schliessen des
Hahns oder durch geringen Uberdruck wird die Abflussgeschwindigkeit so reguliert, dass
25 ecm?® des Eluierungsmittels in 3—5 Minuten aus der Saule abtropfen. Anzahl und Vo-
lumen der einzelnen Fraktionen richten sich nach der zu untersuchenden Substanz. Die
einzelnen Fraktionen werden eingedampft, getrocknet und gewogen.

Die Anzahl und die Lage der Konzentrationsmaxima in unseren Figuren geben An-
haltspunkte liber die Zusammensetzung des untersuchten Priparates. Es muss aber be-
tont werden, dass das Fehlen eines Maximums an einer bestimmten Stelle wohl eine be-
stimmte Substanz ausschliesst, wahrend das Vorhandensein dieses Maximums die An-
wesenheit dieser Substanz wohl wahrscheinlich macht, sie aber noch nicht beweist. Wie
aus unseren Versuchen des 6fteren hervorgeht, verbergen sich unter einem Maximum oft
zwei oder mehrere Verbindungen, so dass dann in einem Versuch nicht entschieden wer-
den kann, welche von den in Betracht kommenden Substanzen vorliegt. Hier kann dann
meistens ein zweiter, unter veranderten Verhiltnissen ausgefiihrter Versuch die Entschei-
dung bringen. Nach Moglichkeit wird man die einzelnen Fraktionen auch noch durch
Kristallisation, Farbreaktion, Schmelzpunkt und optische Drehung charakterisieren.

Wenn die Silicagelsidule bei der Trennung und Bestimmung von Herzglykosiden
und ijhren Derivaten vor allem ein analytisches Hilfsmittel darstellt, so konnen damit in
kleinem Masstab doch auch priaparative Versuche ausgefiihrt werden. In einzelnen Ver-
suchen haben wir mit Hilfe einer Siule aus 36 g Silicagel bis zu 1 g Substanzgemisch
fraktionieren konnen. Die Grosse der Einwaage richtet sich nach den Eigenschaften des
vorliegenden Praparates und der Anzahl der zu erwartenden Komponenten, was in einem
Vorversuch festgestellt werden muss. Im allgemeinen hat sich die Saule aus 36 g Silicagel
zur Aufteilung von Glykosidgemischen bis 100 mg Substanz gut bewahrt, und man wird
deshalb in der Regel fiir grossere Substanzmengen auch grossere Saulen verwenden.

1) Das trockene Silicagel nimmt beim Stehen an der Luft rasch Feuchtigkeit auf.
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Zusammenfassung.

Fir die qualitative und quantitative Bestimmung von Gly-
kosiden und Aglykonen des Scilla- und des Digitalis-Strophanthus-
Typs ist die Silicagelsiule nach dem Prinzip der Chromatographie
geeignet. Es gelingt mit ihr, auch komplizierte Gemische in ihre
Komponenten aufzuteilen und einzelne Verbindungen auf Reinheit
und Einheitlichkeit zu priifen.

Der optimale Wassergehalt des Silicagels spielt bei der Kompo-
nententrennung eine bedeutsame Rolle und muss ausprobiert werden,
wobei in den Extremen einerseits gesittigtes, anderseits trockenes Si-
licagel oder dann solches mit dazwischen liegendem Wassergehalt ver-
wendet wird. Auch das Eluierungsmittel (z. B. Essigester, Chloroform)
kann trocken oder wasserhaltig und mit mehr oder weniger grossen
Ziusitzen von Alkoholen angewandt werden. Das erlaubt bei der Aus-
fithrung der Versuche eine grosse Variationsmoglichkeit.

Es werden die Ergebnisse von Versuchen mit natiirlichen und
kiinstlich zusammengesetzten Glykosid- und Aglykongemischen und
mit einzelnen Glykosiden mitgeteilt und graphisch dargestellt.

Pharmazeutisch-chemisches Laboratorium Sandoz, Basel.

178. Sarnovid (Substanz Nr. 799).
Glykoside und Aglykone, 79. Mitteilung?)
von F.Reber und T.Reichstein.

(11. VI. 51.)

Aus den Samen einer Strophanthusvariante, die vorliufig als
Strophanthus spee. var. sarmentogenifera Nr. MPD 50 bezeichnet
wurde und die spiter genauer beschrieben werden soll, wurde kiirz-
lich unter anderem ein Glykosid isoliert, das zunéichst als Substanz
Nr. 799 bezeichnet wurde?). Es wurde dort bereits vermutet, dass es
sich um einen neuen Stoff handelt. Dies erwies sich als richtig; der
Stoff wird in Zukunft als Sarnovid bezeichnet.

Sarnovid gibt bei der Keller-Kiliani-Reaktion keine Blau-
firbung und wird bei halbstiindigem Kochen mit 0,05-n. H,S0, in
50-proz. Methanol nicht gespalten. Zur Konstitutionsaufklirung
wurde daher die Hydrolyse mit HCI in Aceton nach der Methode von
Mannich & Siewert®) durchgefiihrt. Sie gelang hier mit iiberraschend

1) 78. Mitteilung, 4. debi & T'. Reichstein, Helv. 34, 1277 (1951).
2y J.v. Euw, F. Reber & T. Reichstein, Helv. 34, 413 (1951).
3) C. Mannich & G. Siewert, B. 75, 737 (1942).





