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Zd-Fiir Digitonin wurde aufgrund der Strukturbestimmung der erstmalig isolierten 
Oligosaccharide Digitotetraose und Digitotriose I3 sowie der Ergebnisse der Methylierung die Kon- 
stitution eines 3v-D-Glucopyranosyl (I) (1 + 30,1~kr.rr)-B-D-galaktoIiyranosyl (11) (1 - kluc.~&@- 
xylopyranosyl (1 -+ 301~3(!.IrI~B-D-glu~pyfanosyl WI) (1 -, 4tibkt .l,)-B-D-galaktopyranosyl WI 
(1 - 3-Digitog.)] 52, 20/Y&, 25a Spirostan-triols (2a, 38, 158) ermittelt (siehe Abb. I). 

IN DEN Samen von Digitalis purpurea L. findet sich etwa 2 % eines mit Cholesterin 
f”;illbaren Saponingemisches, dessen Hauptbestandteil Digitonin ist. Das in diesem 
Glykosid enthaltene Aglykon Digitogenin ist als ein 5a, 20/?,, 25a-Spirostantriol 
(2x, 38, I$!?) erkannt worden .2 Die Untersuchung der Glykoside hat sich bisher auf 
eine Bestimmung der vorliegenden Zucker beschrtinkt, sie war vor allem dadurch 
erschwert, dass eine Reinigung det Saponine nicht mijglich war? Wir haben vor kurzem 
berichtet,4 dass es iiber eine prtiparative Verteilungschromatographie im System AS 
(Chloroform-Tetrahydrofuran-Pyridin (10 : 10 : 2), formamidgesgttigt auf formamid- 
imprzgnierter Zellulose) gelungen war, das Saponingemisch in vier Haupt- und zwei 
Nebensaponine zu trennen. Jn der Tabelle 1 sind die Mengenverhtiltnisse der 
Saponine, ihre &-Werte im System A sowie die Ergebnisse der Genin- und quanti- 
tativen Zuckerbestimmung angegeben. 

Fiir das neu aufgetretene Aglykon Digalogenin konnte die Struktur eines 5a, 20,!&, 
25a-Spirostan-diols (38, 15p) bewiesen werden .4 Digalonin und Desglucodigitonin 
stellen neue Spirostanolsaponine dar, wghrend Tigonin bereits in den Bltittern von 
Digitalis lanata Ehrh. gefunden werden konnte .6 Die isolierten Saponine enthalten 
jeweils noch zu etwa 15 % die entsprechenden 25/?-Geninglykoside? Eine Trennung 
der 25a- und 2584someren auf der Stufe der Glykoside ist bisher nicht mbglich 
gewesen. Sgimtliche Saponine liessen sich aus bithanol-Wasser oder aus Methanol 
gut kristallisieren. Die Schmelzpunkte waren aber, wie beim Gemisch, uncharak- 
teristisch und als Reinheitskriterien nicht geeignet, da sich der Schmelzvorgang iiber 
ein grosses Temperaturintervall (30-60”) erstreckte. Da bisher iiber die Art der 

VIII. Mitteil.: R. Tschesche, G. Wulff und G. Balle, Tetrahedron 18, 959 (1962). 
Literatur hierzu siehe: L. F. Fieser und M. Fieser, Steroids S. 893 ff. Verlag Chemie Weinheim 
(1961). 
Literatur ii&r die Digitalis-Saponine siehe 2 und 4 
R. Tschesche und G. Wulff, Chem. Ber. 94,2019 (1961). 
Die Anwendung des Systems A auf die Trennung von Saponinen geht auf eine Ekobachtung van 
Herrn Dr. I-I. Machleidt in unserem Institut zuriick, der bei der Untersuchung von stark polaren 
Herzgiften fand, dass sich such Saponine im System A gut trennen lassen. 
R. Tschesche, Ber. Dtsch. Chem. Ges. 69, 1665 (1936). 
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Zuckerverkniipfung in den Saponinen nichts bekannt war, haben wir zun?ichst den 
Aufbau des Digitonins? untersucht. 

Digitonin enthalt, wie schon linger bekannt ist,3 zwei Moll. D-Glucose, zwei Moll. 
D-Galaktose und ein Mol. D-Xylose. Seine Methylierung nach R. Kuhn et al! in 
Dimethylformamid mit BaO-Ba(OH), und Methyljodid ergab nach iiblicher Aufar- 
beitungO kristalline 2,3,4,6-Tetramethyl-a-D-glucose, 2,3,4-Trimethyl-a-D-xylose und 
4,6-Dimethyl-r-D-glucose. Ausserdem war such Trimethylgalaktose vorhanden, die 
zwar in den iiblichen papierchromatographischen Liisungsmittelsystemen einheitlich 
erschien, jedoch weder in Substanz noch als Derivat kristallisiert werden konnte. 

TABELLE 1. Aus DEN SAMEN VON DlgitaZispurpureo L. EOLIERTE SAPONINE 

Name &Werta Genin Moll. Zucker 
% im Sapo- 
ningemisch 

Digitonin 

Digalonin 

Desgluco- 
digitonin 

Tigonin 
Gitonin 

Dig. d’ 

0.06 

0.18 

0.37 

0.70 
l-00 

1-N 

Digitogenin 

Digalogenin 

Digitogenin 

Tigogenin 
Gitogenin 

2 Mall. o-Glucose 
2 Mall. u-Galaktose 
1 Mol. u-Xylose 
2 Mall. D-GlUCOSe 

2 Mall. o-Galaktosc 
1 Mol. D-Xylose 
1 Mol. D-Ghtcose 
2 Mall. D-Galaktose 
1 Mol. o-Xylose 

1 Mol. D-Glucose 
2 Mall. D-Galaktose 
1 Mol. D-Xylose 

40 

15 

25 

3 
15 

2 

0 auf Gitonin berechnet. 

Schliesslich gelang die papierchromatographische Trennung in zwei isomere Tri- 
methylgalaktosen im Liisungsmittelsystem Benzol-Ethanol-Wasser-NH, (200: 47: 
14: I lo). Durch prtiparative Anwendung dieses Systems konnten 2,4,6-Trimethyl-a-D- 
galaktose und 2,3,6-Trimethyl-D-galaktose (letztere als Lacton kristallisiert) getrennt 
und in kristalliner Form identifiziert werden. Die Struktur sgmtlicher Methylzucker 
wurde durch Vergleich mit authentischen Verbindungen sichergestellt. 

Aus dem Gemisch der Samensaponine konnte nach Methylierung ausserdem noch 
2,3,4,6-Tetramethyl-D-galaktose isoliert werden, die wahrscheinlich aus Desgluco- 
digitonin und Gitonin herriihrt. Das Auftreten der 4,6-Dimethyl-D-glucose zeigte eine 

7 Unter Digitonin sollte kiinftig das einheitliche Glykosid verstanden werden, wihrend die Gemische 
des Handels jeweils mit dem Herkunftsnamen versehen werden kijnnen. Fur die Strukturermittlung 
wurde zunlchst jede Reaktion mit der reinen Verbindung durchgefuhrt, wihrend grossere Mengen 
an Re-aktionsprodukten aus dem Saponingemisch der Samen von Digitalispurpurea L. gewonncn 
wurden. Dabei erfolgte jeweils ein grundlicher Vergleich der isolierten Verbindungen mit den aus 
dem reinen Glykosid erhaltenen. 

8 R. Kuhn, H. Egge, R. Brossmer, A. Gauhe, P. Klesse, W. Lochinger, E. Riihm, H. Trischmann und 
D. Tschampel, Angew. Chem. 72, 805 (1960). 

s R. Kuhn, I. Low und H. Trischmann, Chem. Ber. 90,203 (1957). 
lo H. C. Srivastava und G. A. Adams, Canad. 1. Chem. 40, 1415 (1962). 
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Verzweigung der Zuckerkette an ; entsprechend wurden such zwei endsttindige 

Zucker (D-Glucose und D-Xylose) gefunden. Die weitere Klgrung der Zucker- 

verkniipfung musste iiber Bruchstticke des Zuckerteifs durchge%hrt werden, da es 
durch enzymatischen Abbau des Saponins nicht miiglich war, einzelne Zucker partiell 
abzuspalten. Die Hydrolyse mit 04N H,SO, ergab neben Mono- vor allem Disac- 
charide, von denen die @Glucopyranosyl( I-4)-a-D-galaktopyranose (Lycobiose)D in 
kristalliner Form erhalten und mit authentischem Material indentifiziert werden 
konnte. Daneben trat die P-D-Glucopyranosyl( 1-3)-D-galaktopyranose (Solabiose)ll 
im Gzmisch mit #?-D-Galaktopryanosyl( 1 -2)~D-glucopyranose12 auf. Die Ausbeute an 
hiiheren Oligosacchariden war aber nur gering. Es wurden daher verschiedene 

TABELLE 2. AUFIXETENDE SPALTST~~CKE DES HBr-Er%ssIG-PLBB,ws VON DIGITONIN 

Substanz 

D-XylOSe 

D-Glucose 
D-Galaktose 
Lyco biose 
Solabiose 
2fi-D-Galaktosido- 

D-glucose 
Digitotriose A 
Digitotriose B 
Digitotriose C 
Digitotetraose 
Digitopentaose 

Bausteinanordnung R,-WerP M,-WerP 
-~-. _---- - -.-_ 

Xylose - 
Glucose - Glucose - 

Galaktose - Galaktose - 
Glucose . Galaktose -. 

Glucose *.- Galaktose - 
Galaktose -. Glucose 

Galaktose 1 Glucose + Xylose 
Galaktose - Glucose - Galaktose - 

Glucose -.- Galaktose - Glucose - 
Glucose - Galaktose - Glucose - Galaktose .- 
Glucose - Galaktose - Glucose - Galaktose - 

I.30 
1.00 1xm 
0.87 
o-71 0.27 
0.62 0.59 
0.62 0.45 

0.50 
0.45 
o-41 
O-30 0.37 
O-16 

a R,-Werte, auf ~-Glucose bezogen, im papierchromatographischen SystemIs Essigester-Pyridin- 
Wasser (2: 1:2; obere Phase) 

b Papier-Elektrophores mit 0.2M Boratpuffer vom pn = 9 bei 1500 V. 

Methoden zur Spaltung des Digitonins in Oligosaccharide versucht, von denen der 
Abbau mit Bromwasserstoff-Eisessig die besten Ergebnisse erbrachte. Auch hierbei 
wurde jedoch die D-Xylose bevorzugt abgespalten, so dass xylosehaltige Oligosac- 
charide nur in sehr geringer Ausbeute entstanden. In dem erhaltenen Mono- und 
Oligosaccharidgemisch fanden sich die Verbindungen der Tabelle 2 vor’. Dieses 
Gemisch wurde durch Chromatographie an Aktivkohle-Celite und durch nachfolgende 
prgparative Verteilungschromatographie mit verschiedenen Liisungsmittelsystemen 
sowohl an Zellulosepulver als such an Papier aufgetrennt. In kristaIliner Form crhielt 
man dabei neben der Lycobiose die beiden bisher unbekannten Oligosaccharide 
Digitotetraose und Digitotriose B. 

Die Digitotetraose kristallisierte aus Wasser-Methanol in kleinen Oktaedern vom 
Schmp. 235-236O, [a]g + 16” (10 Min) + 18*5” (Enddrehung; in Wasser). Durch 
sauce Hydrotyse zefiel sie in zwei Moll. D-Glucose und zwei Mall. D-Galaktose. Die 

I1 R. Kuhn, 1. Lijw und H. Trischmann, Chem. &r. 88, 1492 (1955). 
I* D. Beck und K. Wallenfels, Liebigs Ann. 655, 173 (1962). 
I* R. Kuhn, H. H. Baer und A. Gauhe, Chem. Ber. 89,2514 (1956). 
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Methylierung und Spaltung ergab 2,3,4,6-Tetramethyl-o-glucose, 2,3,6- und 2,4,6- 
Trimethyl-D-galaktose sowie eine Trimethyl-o-glucose, die als 3,4,6Trimethyl-/?-D- 
glucose identiftziert werden konnte. Damit war gesichert, dass die Digitotetraose 
geradkettig gebaut ist und die D-Xylose im Digitonin sich direkt am C-Atom 3 der 
einen D-Glucose befindet. Die Verzweigung ist also an diesem C-Atom zu suchen und 
ist die Ursache des Auftretens von 4,6-Dimethyl-D-glucose. 

Die Hydrolyse des durch Reduktion der freien Aldehydgruppe mit NaBH, aus der 
Digitotetraose erhaltenen Digitotetraits ergab zwei Moll. D-Glucose und ein Mol. 
D-Galaktose, d.h. das reduzierende Ende der Kette stellt eine D-Galaktose dar. Bei 
Partialhydrolyse der Tetraose wurde wie beim Digitonin, vor allem Lycobiose, 
Solabiose und in geringer Menge 2@&alaktosido-D-glucose gebildet. Demnach 
besitzt die Tetraose eine alternierende Reihenfolge der Bausteine in der Form: 
D-Glucose-D-Galaktose-D-Glucose-D-Galaktose. Der Platz der in 3- und der in 
4-Stellung verkniipften D-Galaktose innerhalb der Kette konnte in folgender Weise 
bewiesen werden : Der durch Reduktion der Tetraose zugtingliche Digitotetrait 
lieferte bei der Partialhydrolyse keine Lycobiose, und unter den Methylierungs- 
spaltstiicken fehlte die 2,3,6-Trimethyl-D-galaktose. Daraus ergab sich fiir die Digitote- 
traose die Struktur einer /?-D-G1ucopyranosyl (I) (1-3)-/?-D-galaktopyranosyl (II) 
(l -2)-p-D-glucopyranosyl (III) (f -4)-D-galaktopyranose ( 1V).13a Eine Bestgtigung 
erfuhr diese Formel durch die Beobachtung, dass Digitotetraose durch B-Glucosidase 
eine D-glucose abspaltete und in Digitotriose B iiberging. Dieses Trisaccharid konnte 
ebenso aus der HBr-Eisessig-Hydrolyse in schijnen Nadelbiischeln vom Schmp. 212- 
217” erhalten werden. Weiterer Angriff der P-Glucosidase hydrolysierte Digitotriose B 
nicht. Mit /&Galaktosidase wurde sie zwar sehr langsam gespalten, doch liess sich kein 
Disaccharid sondern nur D-Galaktose und D-Glucose nachweisen. Die Methylierung 
und Hydrolyse der Diqitotriose B ergab, wie zu erwarten war, 2,3,4,6-Tetramethyl-D- 
galaktose, 3,4,6_Trimethyl+glucose und 2,3,6-TrimethyI-D-galaktose. Digitotriose B 
ist also @&alaktopyranosyl (II) (1-2)$-D-glucopyranosyl (III) (1-4)-D-galakto- 
pyranose (IV). 

Die Reindarstellung der Digitotriosen A und C machte grijssere Schwierigkeiten. 
Sie wurden durch prgparative Papierchromatographie aufgetrennt. Die von allen 
Triosen bei der HBr-Eisessig-Spaltung in der grossten Menge gebildete Digitotriose C 
liess sich zwar papierchromatographisch fast einheitlich erhalten, doch kristallisierte 
die Substanz nicht, Bei der Methylierung wurde vor allem 2,3,4,6-Tetramethyl-D- 
glucose, 3,4,6-Trimethyl-D-glucose und 2,4,6-Trimethyl-D-galaktose gebildet, doch 
fanden sich danebcn in geringerer Menge such 2,3,4Trimethyl-D-xylose, 2,3,4,6- 
Tetramethyl-r)-galaktose, 2,3,6-Trimethyl-D-galaktose und 4,6-Dimethyl-D-glucose. 
Bei der partiellen HydroIyse wurde neben Monosen Solabiose gebildet. Demnach 
stellt die Digitotriose C das Teilstiick D-Glucose (I)-D-galaktose (II)-D-glucose (III) der 
Tetraose-Kette dar. Als Verunreinigung ist ein xylosehaltiges Oligosaccharid 
(wahrscheinlich Tetra-) vorhanden. Von der Digitotriose A konnten nur kleine 
Mengen einheitlich erhalten werden, die saure Hydrolyse ergab D-Xylose, D-Glucose 
und D-Galaktose. 

Die Formulierung der Bindungen als #?-glykosidische stiitzt sich auf die Isolierung 
von Disacchariden, fiir die eine /?-glykosidische Bindung nachgewiesen werden konnte. 
la0 sich auf die in gleicher Die hinter den Zuckern jeweils angegebenen Mm&hen Ziffern beziehen 

Weise numerierte Zuckerkette im Digitonin (s. Konstitutionsformel). 
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Neben der Lycobiose wurden durch papierchromatographischen und papierelek- 
trophoretischen Vergleich mit authentischem Material sowie durch das Ergebnis der 
Methylierung P-D-Glucopyranosyl (I -3)-D-galaktopyranose (Solabiose) und B-D- 

Galaktopyranosyl (l-2)+glucopyranose nachgewiesen. Die beobachteten Drehwerte 
und die Spaltbarkeit durch /I-Glucosidase und j?-Galaktosidase sprachen ebenfalls fir 
p-glykosidische Bindungen. 

Danach ergibt sich fiir das Digitonin folgende Konstitution14 (Abb. 1): 3[#&~- 

G1ucopyranosyl (I) (l + 3Galakt.ll )-/?-D-galaktopyranosyl (II) (1 -+ 2Gluc.I&?-~- 

xylopyranosyl(l -* 3Glur.111 )-p-D-glucopyranosyl (I 1 I) (I--+ 4Qs1nkt_Iv)-@)-galaktopyra- 
nosy1 (IV)(l -+ 3-Digitog.)] 5a, 20&, 25x Spirostantriol (2a, 38, IS/?). Digitonin hat 

R= Dlgitogenin 

OH 

AEB. 1 Konstitution des Digitonins 

damit eine ghnliche Zuckerverkniipfung wie sie von Kuhn et al. fir eine Reihe von 
Alkaloid-Glykosiden (u.a. Tomatin’, Solaninll) bestimmt wurde. 

Uber die Struktur der Zuckerkette der anderen Saponine aus Samen von Digitalis 
purpurea L. kann noch keine Aussage gemacht werden; wahrscheinlich hat Digalonin 
den gleichen Aufbau wie Digitonin, wghrend Desglucodigitonin und Gitonin lediglich 
eine D-Glucose weniger enthalten. 

Bei der Untersuchung der Oligosaccharide erwies es sich als notwendig, Methyl- 
zucker in kleineren Mengen aufzutrennen, urn sie eindeutig identifizieren zu k&men. 
Es wurden hiefir papierchromatographische Systeme gefunden, mit denen fiir alle 
wichtigen Methylzucker der D-Glucose und D-Galaktose eine gute Trennung erreichbar 
war. Das System D (n-Butanol-Wasser-Ccl4 4: 4: 3) ermijglichte eine gute Gruppen- 
trennung der Methylzucker und zumeist such eine gute Trennung innerhalb dieser 
Gruppen (Tab. 3). 

Durch Verwendung des Systems El0 (Benz&&hanol-Wasser-NH, 200: 47 : 14: 1) 
konnten die im System D schwer trennbaren Methylzucker Nr. 3 und 4 sowie;Nr. 9 
und 10 einwandfrei aufgetrennt werden. Eine zustitzliche Trennmgglichkeit war durch 
die Papierelektrophorese mit Borat-Puffer gegeben, in der sich die 3,4,6-Trimethyl-D- 
glucose und -D-galaktose durch ihre Wanderung im elektrischen Feld von anderen 
Methylzuckern unterscheiden. 

I4 Aus Analogiegriinden wurde hierbei die Bindung der D-Xylose an die ~-Glucose (III) und die Bin- 
dung der D-Galaktose (IV) an das Aglykon als /Lglykosidisch angenommen. Die Verkniipfung der 
Zuckerkette mit der 38 OH-Gruppe des Digitogenins stiitzt sich ebenfalls auf Analogien. So wur- 
den eine ganze Reihe van Saponinen isoliert, deren Genin nur eine OH-Gruppe (3/?) tr@t und die 
iihnliche Eigenschaften wie Digitonin aufweisen. 

9 
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Ferner liess sich auf die Trennung der Methylzucker die Diinnschichtchroma- 
tographie nach Stahl= gut anwenden (R,Werte s. Tab. 3). Fiir die Untersuchung 
von Fraktionen aus Trennstiufen, fiir die Priif’ung der Vollstindigkeit vorgenommener 
Reaktionen etc. erbrachte ihre Anwendung dank des geringen Zeitaufwandes beson- 
dere Vorteile. Ausserdem bestand hierbei die Miiglichkeit, schwer anf;irbbare Verun- 
reinigungen gut erkennbar zu machen, 

TABELLE 3. CHROMATOGRAPH-ISCHETRENNUNG DER METHYLZUCKER 

Nr. 
-- 

1. 
2. 
3. 
4. 
5. 
6. 
7. 
8. 
9. 

IO. 
11. 

12. 

Substant 

2,3,4,6-Tetramethyl-D-glucose 
2,3,4-Trimethyl-D-xylose 
2,3,4,6-Tetramethyl-tqalaktose 
2,3,4-Trimethyl-D-glucose 
3,4,6-Trimethyl-D-glucose 
2,3,6-Trimethyl-D-glucose 
2,4,6-Trimethyl-D-glucose 
3,4,6-Trimethyl-D-galaktose 
2,3,6-Trimethyl-D-galaktose 
2,4,6-Trimethyl-D-galaktose 
2,3,4-Trimethyl-D-galaktose 
4,6-Dimethyl-D-glucose 

R,-Wert” 

System D 

1.00 
o-91 
0.74 
0.71 
0.60 
0.55 
048 
0.41 
0.37 
o-35 
0.30 
o-17 

R,-Wertb R,-Wertc 

System E Diinnschicht 

I*00 0.45 
0.84 050 
O-78 0.33 
O-30 0.34 
0.28 0.27 
O-23 O-25 
0.21 O-23 

O-26 o-21 
O-16 O-20 
o-12 0.16 
0.04 o-11 

a QWerte, auf 2,3,4,6-Tetramethyl-u-glucose bezogen, im System D n-Butanol-Wasser-CCI, 
4:4:3 

b R,#erte, auf 2,3,4,6-Tetramethyl-D-glucose bezogen, im System E Benzol-Ethanol-Wasser- 
NH, 200:47: 14: 1 

c RfWerte in der Diinnschichtchromatographie an Kieselgel G mit dem Fliessmittel Diisopropyl- 
&her-Methanol 5 : I 

EXPERIMENTELLER TEIL 

Die Schmelzpunkte wurden nach Kofler in der Anordnung nach Weygand bestimmt, die I.R.- 
Spektren in KBr oder Chloroform mit dem Gertit von Perkin-Elmer, Model1 221 mit Gitterpris- 
menaustauscheinheit gemessen. Die CH-Analysen fihrte Herr Dr. Ing. A. Schoeller, Kronach, durch. 
Das Al,Os (Woelm. neutral) wurde durch Sieben auf einheitliche Korngrijsse gebracht (63 und 71 p). 
Die for praparative Verteilungschromatographie benutzte Zellulose stammte von der Firma Schleicher 
& Schull (123). 

An Abkilrzungen werden verwendet : Chlf = Chloroform; THF = Tetrahydrofuran; Pyr = 
Pyridin, MeOH = Methanol; DMF = Dimethylformamid; Bz = Benzol; i-But = Isobutanol; 

Sg = Segment g 24 Fraktionen des Fraktionssammlers; Lg. = Liisung. 
Zur Pupierchrornutographie wurde das Papier von Schleicher & Schiill, 2043 b, benutzt. Die 

Chromatogramme wurden absteigend entwickelt. Folgende Liisungsmittelsysteme kamen zur Anwen- 
dung CVolumenverhiiltnisse) : 

System A (vgl. l.c. 4) : Chlf-THF-Pyr 10: 10: 2, formamidgetittigt auf formamidimpr&gniertem 
Papier (fiir Saponintrennungen). 

System B (vgl. l.c. 16): Essigester-Pyr-Wasser 3,6: 1: 1,15 obere Phase (ftir Monosaccharide). 
System C (vgl. l.c. 13): IEssigester-Py-War 2: 1:2, obere Phase (ftir Oligosaccharide). 
System D: n-But-Wasser-CCI, 4:4: 3. Es wurde ohne ImprQnierung oder Equilibrierung des 

Papiers sofort mit der schweren Phase entwickelt. Das System ergab die in Tab. 3 angegebenen R,- 

Werte (auf 2,3,4,6Tetramethyl-D-glucose bezogen) filr Methylzucker. Die Elutionsdauer fti eine 
Laufstrecke von 30 cm betrvg etwa 15 Std. Der R, -Wert der 2,3,4,6-Tetramethyl-D-glucose war 0.76. 

Is E * 
l6 P. 

Stahl, Chernikerztg. 82, 323 (I 958). 
Colombo, D. Corbetta, A. Pirotta, G. Ruffini und A. Sartori, J. Chromutogr. 3, 343 (1960). 
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System El0 : Bz-Ethanol-Wasser-NH,aq. (25 %) 200:47: 14: 1. Auch hier wurde sofort mit der 
mobilen (leichten) Phase entwickelt. Die &Werte sind ebenfalls in Tab. 3 angegeben. Die Elutions- 
dauer von 6 Std. ergab 27 cm Laufstrecke (RrWert der 2,3,4,6-Tetramethyl-o-glucose war O-60). 
Bessere Trennungen fur Trimethylhexosen wurden im Durchlaufverfahren erhalten (z.B. waren nach 
15 Std. 2,4,6-Trimethyl-D-galaktose 7.1 cm und 2,3,6-Trimethyl-D-galaktose 1 l-5 cm gewandert). 

Angefarbt wurden die Zucker im allgemeinen mit Anilinhydrogenphthalat nach Partridge,” die 
Saponine mit SbCls in Chlf.’ 

Die praparative Trennung auf dem Papier wurde auf Bogen von 45 x 50 cm des Papiers von 
Schleicher & Schiill (2043 b) durchgefiihrt. Pro Bogen konnten etwa 30 mg Substanz aufgetragen 
werden. Nach Entwickeln von Leitchromatogrammen wurden dieentsprechenden Zonen ausgeschnit- 
ten und eluiert. 

Zur Diinnschichtchromatographie vgl. l.c. 4. Fur die Trennung der Methylzucker an Kieselgel-G- 
Schichten bewahrten sich die Laufmittel Diisopropylither-MeOH sowie Bz-Aceton und Bz-MeOH. 
Die Trennungen konnten durch Mehrfachentwickeln mit geringerer Polaritat des Losungsmittels sehr 
verbessert werden. Die angegehnen Liisungsmittelgemische eigneten sich, mit Ausnahme der diiso- 
propyhitherhaltigen, such gut zur Ubertragung auf die Kieselgel-Saule. Zur Sichtbarmachung spriihte 
man mit Anilinhydrogenphthalat oder Chlorsulfonsaure in Eisessig (1:2) an und erhitzte an- 
schliessend 5 Min. auf 110”. 

Die Papierelekfrophorese wurde nach l.c. 18 durchgefiihrt. Man benutzte einen “Pherograph- 
Original-Frankfurt” nach Wieland-Pfleiderer, Als Puffer diente 0.2M &rat-Lg. von pH = 9, und die 
angelegte Spannung betrug 1500 V. Nach 5 Std. war die o-Glucose unter diesen Bedingungen 30 cm 
gewandert. Die M,-Werte wurden auf D-Glucose berechnet, als Nullinie diente mitaufgetragene 
2,3,4,6-Tetramethyl-D-glucose. 

Isolierung der Saponine 

10 g Samen von Digitalispurpurea L. wurden, wie fur Digitalis ianata angegeben,’ auf cholesterin- 
fallbares Saponin aufgearbeitet. Die papierchromatographische Untersuchung im System A zeigte die 
Anwesenheit von Digitonin, Digalonin, Desglucodigitonin, wenig Tigonin, Gitonin und wenig Dig. d’. 
Das gewonnene Rohsaponin hatte damit, such im Verhatnis der einzelnen Substanzen zueinander, die 
gleiche Zusanunensetzung wie Digitonin Merck oder Digitonin Hoffmann-La Roche (s. such l.c. 4, 
Anm. 18) 

100 g Zellulose wurden in 600 ml Aceton mit dem Ultraturrax kurz homogenisiert und in eine 
Siiule (d = 4 cm, L = 50 cm) eingeschlemmt. Nach dem Durchschicken von 320 ml Formamid folgte 
die Equilibrierung mit der mobilen Phase des Systems A (etwa 3.5 V0 von je 175 ml). Auf diese Stiule 
wurde 1 g Digitonin Merck in 12.5 ml mobiler Phase gebracht. Die erhaltenen Fraktionen g 40 ml 
wurden zunkhst im Wasserstrahlvak-uum eingeengt und an der dlpumpe bei lo-’ mm zur Trockne 
gebracht (T = 50”). Die Mengen in den einzelnen Fraktionen und die Natur der darin enthaltenen 
Stoffe zeigt Abb. 2. Nach 7.5 1 mobiler Phase eluierte man mit Aceton, das dann weitere 240 mg 
Digitonin enthielt. 

Digitonin. Das Digitonin der Fraktionen Sgs l-24 und die 240 mg der Acetonspiilung wurden 
zweimal aus wassrigem Athanol umkristallisiert. Es bildete lange, farblose Nadeln vom Schmp. 244- 
285”. (CbIHBaOas (1229.4) Ber. C, 54.71; H, 7.54; Gef. C, 54.45 ; H, 7.78 %) (a]? -40” (Pyr; c = 
2.6) 

Die Substanz war papierchromatographisch einheitlich. Nach Hydrolyse liess sich nur Digitogenin 
nachweisen: die quantitative Zuckerbestimmung ergab D-Galaktose: ~-Glucose: D-Xylose = 2-00: 
2.03 : 0.96. 

Digaionin. Aus den Fraktionen Sgr 12 bis SgJ (172 mg), die neben Digalonin noch Spuren Digi- 
tonin und DesgIucodigitonin enthielten, kristailisierte das Digalonin aus w&srigem jithanol papier- 
chromatographisch einheitlich in langen, farblosen Nadeln vom Schmp. 25&295”. Als Genin konnte 
nur Digalogenin nachgewiesen werden ; das Zuckerverhtiltnis ist D-Galaktose: ~-Glucose: D-Xylose = 
2.00:2*30: 1.09. 

Desglucodigironin. Aus den Fraktionen Sg, 19-23 (71 mg) konnte man durch zweimaliges Um- 
ftillen aus AthanoI-Wasser und Eindunstenlassen aus Athanol in Drusen kristallisierendes Desgluco- 
digitonin papierchromatographisch rein erhalten. Das Aglykon ist Digitogenin. Das Zuckerverh&h.nis 
D-Galaktose: ~-Glucose : D-Xylose betrQt2.00 to.94 : 0.89. 

I7 Partridge, Nature, Land. 164,443 (1948). 
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T@kz. In den Fraktionen Sg, &ll (20 mg) fand sich hauptsachlich Tigonin. Als Genin liess 
sich Tigogenin nachweisen. 

Gifonin. Die Fraktionen Sgl 14 bis Sgz 2 (100 mg) enthielten Gitonin, das man durch Umf&llen 
aus jithanol-Wasser und Kristallisation aus MeOH in kleinen, zu kugeligen Drusen vereinigten 
Nadeln erhielt. Beim langsamen Eindunsten der Mutterlauge bildeten sich dtinne Bllttchen. Die 
papierchromatographisch einheitliche Substmz schmolz von 24O-300”. (C,H,,09,(1051.2)Ber: 
C, 57.24; H, 7.86; Gef: C, 57.24; H, 7.93%.) 

Das Aglykon ist Gitogenin, und das Zuckerverh~ltnis o&alaktose:~-Glucosc:u-Xylose betrlgt 
2.00:0.99:0.93. 

Dig. d’ wurde noch nicht weiter untersucht. 
Zur Zuckerbestimmung hydrolysierte man in allen F&hen 5-10 mg Saponin in Dioxan-Wasser I : 1 

mit 3 n HCl wahrend 3 Std. bei 90”. Danach wurde das Dioxan abdestilliert und die Lg. zweimaf mit 

15 G~fomn 

Desqlucodqrtomn 

11 1 I1 11 11 11 1 I ’ I 

0 8 16 24 G-2 24 %I3 24 $4 24 W 24 Sq6 24 s9? 

ABB. 2 Diagramm der Fraktionen der Verteilungsstiule. 
Ordinate: Gewicht in mg; Abszisse: Fraktionen 

i-But ausgeschiittelt. Nach Neutralisieren mit Dow3 wurde eingedampft. Die quantitative Bestim- 
mung der Zucker erfolgte nach der papierchromatographischen Trennung im System B mit der Me- 
thode von Fischer und D&fell9 durch Photometrieren des mit Triphenyltetrazoliumchlorid gebildeten 
Farbstoffes. Es wurde dabei auf ein in gleicher Weise 14 Std. sgurebehandeltes Gemisch von D- 
Galaktose, ~-Glucose und D-Xylose genau bekannter Konzentration bezogen. Bestimmt wurde 
jeweils das molare Verhtiltnis der Zucker zueinander. Die ldentifizierung der Genine aus der i-But- 
Phase der Hydrolyse erfolgte diinnschichtchromatographisch. 

Merhylierutrg van Dij$onin 

Die Methylierungen wurden nach R. Kuhn et al.* in Dimethylformamid mit BaO-Ba(OH), und 
Methyljodid durchgeftit. Wtirend Glykoside nach dieser Methode ohne besondere Vorkehnmgen 
gut methyliert werden konnten, war es schwierig, kleinere Mengen von Oligosacchariden (S-100 mg) 
vollstindig zu methylieren. Wir haben daher den Einfluss der Qualitit der Reagenzien auf das 
Methylierungsergebnis etwas naher untersucht. Ba(OH)s-8H10 und CHJ sind sehr rein zu erhalten 
und haben keinen grosseren Einfluss. BaO ist jedoch sehr schwer ganz rein N gewinnen. BaO in Brok- 
ken von der Firma Merck entmt grijssere Mengen Peroxyd, wtirend das gepulverte BaO der Firma 
Degussa Stid enthalt. Mit beiden Produkten liessen sich Methylierungen durchftihren, dach ist das 
Produkt der Degussa bequemer zu handhaben und dtirfte such nicht oxydierend wirken. Von griisse- 
rer Bedeutung fur die Methylierung war die Qualittlt des DMF, wobci offenbargeringeVeru.nreinigun- 
gen, die schwer zu erkennen und zu entfernen sind, eine grosse Rolle spielen. Gute Ergebnisse ohne 

la A. B. Foster, Advances in Carbohydrate Chemistry, Vol. 12. 81 (1957). 
Is F. G. Fischer und H. Diirfel, Hoppe-Seyler’s 2. physiol. Chem. 297, 164 (1954). 
m D. J. Bell und J. Lorber, J. C/rem. Sm., 453 (1940). 
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vorherige umstindliche Reinigung erzielten wir mit DMF, Uvasol E. Merck. Mit diesem Lijsungs- 
mittel war es m@lich, unter strengem Feuchtigkeitsausschluss bis hinab zu 5 mg Oligosaccharid 
vollstandig zu methylieren. Das DMF ist, vor allem iiber BaO, nicht sehr lange haltbar. 

Je 15 mg Reindigitonin und Digitonin Merck wurden in 05 ml DMF (Uvasol, Merck) gel&t und 
mit 4 mg Ba(OH),*SH:,O (p.a. Merck), 100 mg BaO (gepulvert, Degussa) sowie O-3 ml CH$ versetzt. 
Unter Feuchtigkeitsausschluss wurde zunfchst 14 Std. bei 20”, darauf 4 Std. bei 4-O” geriihrt und 
anschliessend mit 10 ml Chlf verdiinnt und frltriert. Durch fiinfmaliges Waschen mit Wasser konnte 
das DMF weitgehend entfernt werden. Man erhitzte den Riickstand der Chlf-Lg. in 5 ml 5-proz. 
methanol&her HCl 6 Std. am Riickfluss, verdiinnte dann mit dem gleichen Volumen He0 und 
destillierte das MeOH im Vakuum bei 40” ab. Nach Absaugen der ausgefallenen Aglykone wurde die 
Lg. mit 5 ml 1 N HCl versetzt und 2 Std. auf 100” erhitzt. Die S&ire liess sich durch Dow3 entfemen, 
darauf dampfte man die Lg. ein. Die Untersuchung der Methylzucker erfolgte in den papierchroma- 
tographischen Systemen D und E sowie mit Hilfe der Diinnschichtchromatographie. Im Digitonin 
tratcn Flecken auf, die der 2,3,4,6-Tetramethyl-D-glucose, 2,3,4-Trimethyl-D-xylose, 2,3,6_Trimcthyl- 
D-galaktose, 2,4,6-Trimethyl-D-galaktose und der 4,6-Dimethyl-D-glucose entsprachen. Digitonin 
Merck zeigte zusatzlich 2,3,4,6-Tetramethyl-D-galaktose. 

In einem grijsseren Ansatz w-urden 15 g Digitonin in 300 ml DMF mit 60 g BaO, 2.4 g Ba(OH),. 
8H,O und 60 ml CHJJ in der oben beschriebenen Weise methyl&t. Nach kurzem Anwirmen trat 
heftige Reaktion unter Gelbftirbung ein, so daQ mit kaltem Wasser gekiihlt werden musste. Nach 
Beendigungder heftigen Reaktion (1 Std.) wurde noch 10 Std. auf 40” erhitzt. Die Aufarbeitungergab 
16.95 g eines r&lichen, glasigen Produktes. Da diese Substanz noch eine schwache OH-Bande im 
I.R.Spektrum zeigte, methyherte man sie erneut mit der halben Menge Reagenzien. Hierbei bildeten 
sich 17.43 g Methylierungsprodukt. Dieses wurde in 450 ml 5-proz. methanol&her HCl gel&t und die 
Lijsung 5 Std. am Riickfluss gekocht. Nach Zusatz des gleichen Volumens Wasser und Abdestillieren 
des MeOH saugte man das ausgefallene Gemisch der Aglykone ab. Die whsrige Lg. wurde darauf 
viermal mit 300 ml Chlf extrahiert. Diese Extrakte ergaben nach Waschen und Eindampfen 6.85 g 
eines gelben Oeles, das die Methylglykoside der unpolareren Methylzuckerenthielt. Nach Eindampfen 
auf die Hdlfte wurde die w&srige Phase 29 Std. auf 100” erhitzt, urn die Methylglykoside zu spalten. 
Beim Einengen hinterblieben nach Neutralisieren mit Dow3 4.17 g eines gelben Oeles. Dieses enthielt, 
wie sich papier- und diinnschichtchromatographisch zeigte, 4,6-Dimethyl-D-glucose, Trimethylgalak- 
tose und polarere Anteile. 

4,6-Dimethyl-a-D-Riucose. Die M&hung wurde an 80 g A&O4 (Polarittitsstufe IV) chromato- 
graphiert. Chlf mit 60% Essigester eluierte 922 mg Trimethylgalaktose, Essigester eluierte eine 
Mischung von Trimethylgalaktose mit Dimethylglucose (410 mg). Essigester mit 15 % MeOH lieferte 
fast einheitliche 4,6-Dimethyl-D-glucose. Mit hiiheren MeOH-Gehalten im Elutionsmittel erhielt 
man Mischungen mit polareren Anteilen (durch unvollsttindige Methylierung gebildete Mono- 
methylzucker). 

Die 933 mg der fast reinen 4,6-Dimethyl-n-glucose kristallisierten 2-T. beim Stehen iiber Nacht. 
Umkristallisation aus MeOH-Essigester lieferte kleine Nadeln vom Schmp. 159-162”. (CBHld06 
(208.2) Ber: C, 46.15; H, 7.75; Gef: C, 46.28; H, 7.72%). [or]:‘” + 106” (10 Min.) -+ $63.5” 
(Gleichgewicht) (c =T: 1.0; H,O). [Lit.* Schmp.: 156-158”; [a]n + I 10” -+ $64” (HoO)]. 

Unsere Substanz etwies sich in allen Eigenschaften (physikalische Konstanten, R,-Werte in ver- 
schiedenen Systemen, Mischschmelzpunkt und I.R.-Spektrum) beim direkten Vergleich als identisch 
mit authentischer 4,6-Dimethyl-r-D-glucose. 

2,3,4-Trimethyl-~-u-xylose. Aus der Chloroformphase liess sich bei 0.2 mm Vakuum und 85-95” 
Badtemperatur das 2,3,4-Trimethyl-methylxylosid abdestillieren (1.55 g), ng*’ = l-4400, (Lit.* n”Df = 
14405). Das farblose t)l wurde in 10 ml 2N HCl 3& Std. auf 90” erhitzt und die Lg. anschliessend 
dreimal mit Chlf extrahiert. Nach Animpfen des eingedampften Chlf-Extraktes mit auth. 2,3,4-Tri- 
methyl-a-D-xylose kristallisierte die Verbindung in Wtirfeln. Die Substanz war nach zweimaligem 
Umkristallisieren aus Ather-PetrolHther papierchromatographisch einheitlich (sie enthielt anfangs 
etwas Tetramethylglucose) und schmolz nach Sintern bei 84” bei 90-92”. (C,H,,O, (192.2) Ber: C, 
49.99; H, 8-39; Gef: C, 50.03; H, 8.23%) [a]:” +38” (15 Min.) -+ 17.6” (20 Std.) (c = l-4; H,O) 
[Lit.*I Schmp.: 91-92”; [oL]~ -1 64” - +18” (HeO)). 

Dieses Produkt stimmte in allen Eigenschaften mit aus D-Xylose dargestellter 2,3,6-Trimethyl-a- 
u-xylose iiberein. 

*l R. A. Laidlaw und E. G. V. Percival, Advartces in Cdmhydrate Chemistry, Vol. 7. 29 (1952). 
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2,3,4,6-Tetramethyl-a-t@ucose. Man erhitzte den Riickstand der Destillation in 100 ml 2N HCI 
auf dem Wasserbad 33 Std. bei 100”. Nach Absaugen von etwas ausgefallenem Genin wurde die 
w%srige Lg. dreimal mit Chlf extrahiert und anschliessend mit Dow3 neutralisiert. Beim Eindampfen 
des Chlf-Extraktes hinterblieben 3-I g eines &es und aus der wbsrigen Lg. w=urden 2.1 g erhalten. 
Der Chlf-Extrakt enthielt, wie die Papierchromatographie im System D zeigte, im wesentlichen 
Tetramethylglucose und in geringerer Menge Tetramethylgalaktose, Trimethylxylose und Trimethyl- 
galaktose. Dieses Gemisch wurde durch eine prgparative Verteilungsstiule mit dem System D an 
320 g Zellulose aufgetrennt. Man impriignierte Zellulose mit der w&srigen Phase, wtihrend 
man mit der organ&hen Phase als mobiler Phase eluierte. Auf diese Weise konnten die Tetra- 
methylglucose (1.1 g), die Trimethylxylose (O-3 g), die Tetramethylgalaktose (O-6 @ und die 
Trimethylgalaktose (0.1 g) jeweils fast rein erhalten werden. Die Tetramethylglucose und die Tetra- 
methylgalaktose wurden durch eine pr%parative Chromatographie an Papierbiigen mit dem gleichen 
System vijllig rein erhalten. Die 2,3,4,6-Tetramethyl-D-glucose kristallisierte aus lither-Petrol&her 
in langen Nadeln vom Schmp. 92-96”. (C,,H,,O, (236.3) Ber: C, 50.83; H, 8-53 ; Gef: C, 51.09; 
H, 8.49%) [a]: 85” (20 Min.) -+ 82” (20 Std.) (c = 2.0; HzO) [Lit.4n Schmp. 96”; [ali-, + 92” -+ 84” 

(H*O)l. 
Unsere Substanz erwies sich in allen Eigenschaften mit einer aus D-Glucose hergestellten 

2,3,4,6-Tetramethyl-D-glucose als identisch. 
2,3,4,6-Tetrumethyl-~gulaktoseanilid. Die 2,3,4,6-Tetramethyl-D-galaktose wurde bei der pra- 

parativen Papierchromatographie als Sirup erhalten. Man loste 30 mg davon in 1 ml abs. &hanol, 
filtrierte und erhitzte mit 0.03 ml Anilin 2 Std. auf dem Wasserbad (90”). Nach Versetzen mit 8 ml 
H,O und Animpfen liess man die Lg. stehen. Das in schiinen Nadeln kristallisierende Anilid w-urde 
noch einmal aus w%srigem Athanol umkristallisiert. Es zeigte danach einen Schmelzpunkt von 197- 
198” unter Sublimation. [Lit.fs Schmp.: 194’1 (C1aH4b06N(311.4) Ber: N, 450; Gef: N, 4.57%). 

Die Substanz war in allen Eigenschaften (R,Werte, I.R.-Spektrum und Mischschmelzpunkt) mit 
aus D-Galaktose dargestelhem 2,3,4,6-Tetramethyl-D-galaktoseanilid identisch. 

2,3,6-Trimethyl-galaktofuranolacton. Die nach der Chlf-Extraktion in der wlssrigen Phase verblie- 
benen 2.1 g 61 enthielten neben wenig Tetramethylgalaktose und -glucose vor allem Trimethylgalak- 
tose. Zusammen mit der schon vorher gewonnenen Trimethylgalaktose wurden 3.6 g an 400 g desak- 
tiviertem &OS chromatographiert, wobei man 2.1 g in dem System D papierchromatographisch 

’ einheitliche Trimethylgalaktose erhielt. Von diesem Produkt versuchte man, ein kristallines Derivat 
z-u erhalten. Mehrere Versuche, ein Lacton oder ein Anilid kristallin zu erhalten, scheiterten. Darauf 
wurde die Substanz papierchromatographisch im System E in praparativem Mal3stabe aufgetrennt. 
Man erhielt 50 mg sirupiise 2,3,6-Trimethyl-D-galaktose. Sie zeigte in den papierchromatographischen 
Systemen D und E und in der Diinnschicht den gleichen R,-Wert wie auth. Substanz. Nach Lijsen in 
2 ml H%O wurden 200 mg CaCOa und 0.02 ml Bra zugesetzt. Die Substanz reagierte nach 20 stiindi- 
gem Stehen im Dunkeln nichtmeht mit Anilinphthalat unter Braunftirbung. Das CaCO,zentrifugierte 
man ab und wusch es zweimal mit HaO. Die wtisrige Lg. wurde mit O-5 g AgaCOs eine Stunde ge- 
schiittelt und anschliessend filtriert. Im Filtrat liessen sich die Kationen mit Amberlite CG5011 
entfernen. Beim Eindampfen der Lijsung ergab sich ein farbloses 61, das allm&hlich durchkristal- 
lisierte. Die Substanz konnte aus Essigester umkristallisiert werden. Schmp. 97”. [Lit.P4 Schmp.: 
98-99” ; 2,4,6-Trimethyl-D-galaktose: Die ebenfalls sirupiis erhaltene 2,4,6Trimethyl-D-galaktose 
konnte aus Ather-Aceton kristallisiert werden. Schmp. 98-101”. (C,H,,0,(222*2) Ber: C, 48.64; H, 
8.16; Gef: C, 48.87; I-I, 7.98%) [r]: -I 86” (c = l-0, HoO) [Lit.la Schmp.: 102”; [aID -f129” + 
+ 89” (c = 0.5 (H,O)]. 

Die so erhaltene Trimethylgalaktose war in allen Eigenschaften mit auth. 2,4,6-Trimethyl+- 
galaktose identisch, der Mischschmelzpunkt zeigte keine Depression. 

Enzymatische Spaltversuche am Saponin. Je 20 mg Digitonin Merck wurden in 20 ml HtO gel&t 
und je eine Probe mit 20 mg Mandelemulsin, 50 mg Takamincellulase, 50 mg Luizym und mit 50 mg 
Cellulase (Bios Lab.) versetzt und mit einigen Tropfen Toluol3 Tage bei 35” aufbewahrt. Nach Filtra- 
tion extrahierte man die wassrige Lg. 3 ma1 mit n-But und fgllte anschliessend mit 60 ml Aceton das 
Enzym aus. Das Filtrat wurde nach Eindampfen im System B papierchromatographisch untersucht. 

aa J. C. Irvine und J. W. H. Oldham, J. Chem. Sot. 119,1744 (1921). 
U L. Hough und J. K. N. Jones, J. Chem. Sot., 1199 (1950). 
ia W. N. Haworth, H. Raistrick und M. Stacey, Biochem. J. 31, 640 (1937). 



Uber Saponine der Spirostanolreihe-IX 631 

Es war vor allem mit @-Glucosidase 
und D-GaIaktose eingetreten. 

und Luizym geringfiigige Abspaltung von D-Xylose, D-Glucose 

Partielle Sihrehydrolyse ah D@tonins 

10 mg Digitonin wurden in 4 ml Dioxan-Wasser 1: 1 (O.lN an HCI) 8 Std. am Rilckfluss gekocht. 
Nach Abdestillieren des Dioxans liessen sich das Sapogenin und die Sapogeninglykoside mit i-But 
extrahieren. Die w&ssrige Lg. neutralisierte man mit Dow3 und dampfte sie ein. Die Untersuchung 
der gebildeten Oligosaccharide erfolgte papierchromatographisch im System C. Es zeigte sich, dass 
neben vie1 Xylose, Galaktose und Glucose Lycobiose und Solabiose gebildet wurden. Daneben 
entstanden in geringerer Menge zwei Trisaccharide und ein Tetrasaccharid. 

In einem grasseren Ansatz wurden 10 g Digitonin Merck wie oben beschrieben hydrolysiert. Die 
Hydrolyse lieferte 5.34 g Zuckergemisch, das auf einer ZelluloseverteilungssssHule mit dem zweiphasigen 
Liisungsmittelsystem n-But -Pyr -Wasser 3 : 1: 3 aufgetrennt wurde. Dabei gelang es nicht, die beiden 
Disaccharide zu trennen, von denen 0.95 g in M&hung erhalten wurden. Die Ausbeute an hijheren 
Oligosacchariden betrug insgesamt nur O-2 g. 

Lycobiose. Aus dem Gemisch von Lycobiose und Solabiose (Mengenverhtiltnis etwa 1:4) konnte 
durch Kristallisation aus MeOH-Wasser-n-But]* Lycobiose rein abgeschieden werden. Schmp. 
235-236” unter Aufschaumen. Nach mehrmaliger Kristallisation betrug der Schmp. 237-240-Y ohne 
Aufschaumen. (C,,Ha,011(342*3) Ber : C, 42.10; H, 6.48; Gef: C, 41.97; H, 6.49 %) [a]:” + 60” 
(15 Min.) --, 51” (50 Min.) - 41” (15 Std.) (c = 1.0; HnO) [Lit.* Schmp.: 246-247”; [aJr, + 62.5” 
(10 Min.) + 50” (60 Min.) + 41-S” (6 Std.)]. 

Die Substanz zeigte den gleichen I&,-Wert in verschiedenen Systemen und das gleiche I.R.- 
Spektrum wie auth. P-D-Glucopyranosyl (l-4)-a-D-galaktopyranose (Lycobiose). Der Mischschmelz- 
punkt mit auth. Substanz (235-238”) betrug 236~5-240”. 

Die Hydrolyse mit p-Glucosidase (Mandelemulsin) und mit Ssure lieferte laut Papierchromato- 
graphie D-Galaktose und ~-Glucose. 

Durch Methylierung und nachfolgende Hydrolyse entstand 2,3,4,6-Tetramethyl-D-glucose und 
2,3,6_Trimethyl+galaktose, wie das Papierchromatogramm zeigte. 70 mg Lycobiose wurden durch 
Stehenlassen bei 35” in 30 ml Pyr und 8 ml EssigQureanhydrid acetyliert. Nach iiblicher Aufarbeitung 
kristallisierte das Ckta-acetat aus Chlf-MeOH. Auf Grund des Diinnschichtchromatogramms ent- 
hielt die Substanz noch etwas a-Anomeres .fs Durch zweimaliges Umkristallisieren konnte die B- 
Octaacetyl-lycobiose jedoch rein erhalten werden. Schmp. 193-194”. [a]: +45” (c = 1.0; Chlf) 
(C,,H,,O,, (678.3) Ber: C, 4960; H, 5.63 ; Gef: C, 49.38; H, 5.58 %). Der in der Literature 
referierte Schmp. von 165-166” dtirfte von einer Mischung aus a- und /?-Octalacetat herriihren. 
(R,-Werte an KieselgeI G mit dem Laufmittel Chlf mit 20% Aceton fiir das a-Octa-acetat 0.36 und 
fir das @Octa-acetat O-40). 

HBr-Eisess@-Abbau eon Peraceiyldigitonin 

Je 40 mg Digitonin und Digitonin Merck acetylierte man in 10 ml Pyr mit 2 ml Essigsiiureanhydrid 
bei 35” warend 24 Std. Nach Zersetzen des Essig&reanhydrids mit Eiswasser wurde die Lg. mit 
Chlf ausgeschiittelt und eingedampft. Das erhahene Acetat 1l)ste man in 4 ml Chlf und setzte der 
L&ung unter guter Ktilung 4 ml HBr-Eisessig (60 g HBr auf 100 g Eisessig) hinzu. Nach Stehen 
wtirend p Std. bei 2i.T. wurden unter Kiihlung 75 ml Chlf zugesetzt. Aus der Lg. liess sich durch 
fiifmaliges Ausschiitteln mit Wasser die sure entfernen. Die Chlf-Lg. wurde daraufhin einge- 
dampft, die Substanz in 2 ml abs. MeOH gel&t und unter guter Kiihlung mit 5 ml NH, in MeOH 
(MeOH bei 0” mit NH* gesllttigt) versetzt. Nach 20 stiindigem Stehen bei Zi.T. dampfte man die Lg. 
bei 15” zur Trockne ein. Den Riickstand verteilte man zwischen Wasser und n-But. Die chromato- 
graphische Untersuchung des Riickstandes der Wasserphase (15 mg) im System C ergab in beiden 
Fgllen das Vorhandensein grijflerer Mengen D-Xylose, D-Galaktose, Disaccharid B und Digitotetra- 
ose sowie von kleineren Anteilen ~-Glucose, Lycobiose und Digitotriose C und ferner von sehr wenig 
Digitotriose A, B und Digitopentaose. 

a5 M. E. Tate und C. T. Bishop (Canud. J. Gem. 40, 1043 (1%2)) haben eine grhsere Anzahl von 
Zuckeracetaten diinnschichtchromatographisch untersucht und dabei festgestellt, dass sich a- und 
p-Anomere gut trennen lassen und dass das @-Anomere immer einen grtil3cren I?,-Wert hat. Siehe 
such: J. 0. Deferrari, R. M. De Lederkremer, B. Matsuhiro und J. F. Sproviero, J. Chromatogr. 9, 
283 (1962). 
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Da wir feststellten, dass die R,-Werte einzelner Oligosaccharide in M&hung etwas von denen in 
reiner Form differierten, wurden die aus Digitonin erhaltenen Oligosaccharide papierchromatogra- 
phisch aufgetrennt. Die so erhaltenen einheitlichen Zucker Lycobiose, Disaccharid B, Digitotriose C 
und Digitotetraose wurden von neuem mit den aus einem grijDeren Ansatz Digitonin Merck (s. sptiter) 
rein erhaltenen Substanzen papierchromatographisch verglichen. Auch hier zeigte sich, dass die R,- 
Werte gleich waren. 

In einem gr&eren Ansatz wurden 30 g Digitonin Merck in der oben beschriebenen Weise acety- 
liert, wobei man nach Versetzen mit Eiswasser das gebildete Peracetyldigitonin absaugte (44 g). 
Dieses ergab nach Spaltung mit HBr-Eisessig und Verseifung der Acetate mit NH, in MeOH 18.3 g 
Riickstand in der i-But -Phase und 30.9 g in der Wasserphase. Der Riickstand der Wasserphase wurde 
mehrfach mit Essigester behandelt, urn das gebildete Acetamid herauszulijsen (6.1 g). Die iibrigen 
24.8 g lijste man in 200 ml HZ0 und kochte sie mit 30 g Aktivkohle auf. Man saugte die Aktivkohle ab 
und wusch die Lasung mit warmem Wasser. Darauf kochte man die Aktivkohle mehrmals mit 40- 
prot. i);thanol auf. Auf diese Weise wurden nach Eindampfen des Bthanolischen Extraktes 4.03 g 
eines gelben t)les erhalten, das die Oligosaccharide stark angereichert enthielt, wghrend im wiissrigen 
Eluat im wesentlichen die Monosen, Acetamid sowie ein Teil der Biosen verblieben. Die 4.03 g wur- 
den an einer Stiule aus 100 g Celite und 50 g Aktivkohle nach Durso und Whistle? aufgetrennt. Man 
eluierte mit steigenden Mengen Athanol (unvergtillt) im Wasser. 

Fraktion ml 

1-12 
13-24 
25-32 
334 
4= 
61-72 
73-79 
80-88 
89-93 
94-96 

97-108 
109-120 
121-136 

3600 
3600 
2400 
4800 
3600 
3600 
2100 
2700 
1500 

3600 
3600 
4800 

Proz. gehalt 
bithanol im 

Wasser 

0 
1 
2 
4 
6 
8 

10 
15 
15 
15 
15 
20 
40 

Zucker 
Gewicht 

in mg 

Monosen 
Monosen 
Disaccharid B 
Lycobiose + Disaccharid B 2 : 1 
Lycobiose + Disaccharid B 1: 1 
Disaccharid B + Trisaccharid B 
Trisaccharid B I C, Disaccharid B 
Trisaccharid C, wenig Disaccharid B 
Trisaccharid C 7e A, wenig Disaccharid B 
Trisaccharid A, wenig Disaccharid B 
Trisaccharide, Tetrasaccharid 
Tetrasaccharid, wenig Disaccharid B 
Gem&h aller mit wenig Pentasaccharid 

460 
380 
210 
230 
150 
I10 
40 

210 
60 
40 
80 

680 
820 

Digitoletraose 

Aus den Fraktionen 109-120 der Kohlestiule (680 mg) liess sich durch L&en in MeOH-Wasser 
und Versetzen mit heissem n-But das Tetrasaccharid rein abscheiden. Nach nwhmaligem Umfalen 
konnte die Digitotetraose aus Wasser-MeOH in kleinen Oktaedern erhalten werden. Schmp. 233-235” 
(unter AufschQumen). (C,H,,O,, (666.6) Ber: C, 43.24; H, 6.35 ; Gef: C, 43.19; H, 6.42%) [a]: 
+ 16” (10 Min.) -+ 18.5” (Gleichgewicht) (c = 1.6; HBO). 

Hydrolyseuersuche. 10 mg Tetraose wurden in 2 ml 1N H,SO, gel&t und im zugeschmolzenen 
Rahrchen 8 Std. auf 110” erhitzt. Papierchromatographisch zeigten sich ~-Glucose und D-Galaktose 
im Verhaltnis 1: 1. 

26 mg Tetraose wurden in 3 ml H,O geliist und mit 6 mg NaBH, versetzt. Nach 2 Std. zerstiirte 
man mit Eisessig vorsichtig den uberschuss des NaBH, und entfernte anschliessend mit Amberlite 
CGSO/I und Dow3 Kationen und Anionen. Nach Eindampfen wurden 10 mg Tetrait, wie bei der 
Tetraose angegeben ist, hydrolysiert. Es bildeten sich D-Glucose und D-Galaktose im Verhtiltnis 2: 1. 

10 mg Tetraose wurden in 10 ml H,O gelijst und mit 5 mg /?-Glucosidase (Mandelemulsin) versetzt. 
Nach 24 Std. bei 35” hatte sich zum kleinen Teil D-Glucose und Digitotriose B gebildet. Erst nach 7 
Tagen war alles Tetrasaccharid umgesetzt. Die Digitotriose B wurde offenbar nicht weiter angegriffen. 

a6 R. I. Whistler und D. F. Durso, J. Amer. Chent. Sot. 72,677 (1950). 
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10 mg Tetraose wurden in O*lN HeSO 1 Std. auf 100” erhitzt. Nach Entfemen der Siure mit 
Dow3 und Eindampfen zeigte sich im Papierchromatogramm mit System C D-Galaktose, ~-Glucose, 

Lycobiose, Disaccharid B und unver&derte Tetraose. 
10 mg Tetrait wurden ebenfalls in O*lN HISOa partiefl hydrolysiert. Im Gegensatz zur Tetraose 

fehlte hier die Lycobiose bei der papierchromatographischen Untersuchung. 
Merhylierung. 200 mg Tetraose wurden in der iiblichen Weise zweimal methyliert. Die Permethyl- 

tetraose zeigte im I.R.-Spektrum keine OH-Bande mehr. Sie wurde im zugeschmolrenen Glasrohr in 
10 ml IN H,SO, 6 Std. bei 110” hydrolysiert. Nach Neutralisation mit BaCOI, Filtration und Ein- 
dampfen erhielt man 210 mg Methylzuckergemisch. In diesem liess sich durch Papierchromatographie 
2,3,4,6-Tetramethyf-o-glucose, 3,4,6Trimethyl-o-glucose, 2,4,6-Trimethyl-D-galaktose und 2,3,6- 
Trimethyf-D-galaktose nachweisen. 

Aus diesem Gem&h erhielt man die 3,4,6-Trimethyl-D-glucose im System D einheitlich durch 
prtiparative Papierchromatographie. Nach Animpfen der Ather-Pentan Lg. kristallisierte ein kleiner 
Teil der Substanz aus. Schmp. 94-96”, der Mischschmelzpunkt mit auth. Substanz (95-98”)” zeigte 
keine Depression. Die Substanz fief in allen papierchromatographischen Systemen mit auth. 3,4,6- 
Trimethyl-D-glucose gleich, dagegen deutlich verschieden von 2,4,6-Trimethyf-D-glucose. Im Elektro- 
pherogramm zeigte sie wie die auth. Substanz einen M,-Wert von 0.32, wahrend die 2,4,6-Trimethyl- 
D-glucose nicht wanderte. 

100 mg Tetrait (dargestellt wie vorher beschrieben) wurden wie iiblich methyliert. Die Substanz 
lijste sich jedoch sehr schlecht in DMF, so dass sie im Reaktionsansatz z.T. ungeli)st der Methylierung 
unterworfen wurde. Trotz Verliingerung der Methylierungsdauer auf 26 Tage (davon Is Tage bei 40”) 
betrug die Au&cute an Methylienmgsprodukt nur 26 mg. Nach Hydrolyse zeigten sich im Papier- 
chromatogramm 2,3,4,6-Tetramethyl-D-glucose, 3,4,6-Trimethyf-D-glucose und 2,4,6-Trimethyf-o- 
galaktose. 

Zur Trennung der Trisaccharide wurdcn eine ganze Reihe von Verteilungssiulen versucht, bei 
denen man jedoch nur die Digitotriose B rein erhalten konnte. Schliesslich wurden die Substanzen 
papierchromatographisch im System C aufgetrennt. 

Digitutriose B. Die Fraktionen 61-72 der Kohlesaule (I 10 mg) wurden mit Hilfeeiner Verteilungs- 
saule dcs Systems n-But-DMF-Wasser 6: 1: 1~5~’ aufgetrennt. Die reine Digitotriose B begann nach 
dem Eindampfen zu kristallisieren und konnte aus MeOH-Wasser-n-But in schiinen Nadelbiischeln 
erhalten werden. Schmp. 212-217”. (C1,H,oO,a (504.4) Ber: C, 42.86; H, 6.39; Gef: C, 42.82; 
H, 6.42%). Die Digitotriosc B wurde durch Saure in eine ~-Glucose und zwei D-Galaktosen ge- 
spalten. P-Glucosidase hydrolysierte die Substanz nicht. @-Galaktosidase (kristallines Prsparat aus 
E. coli) spaltete die Substanz sehr langsam in D-Glucose und D-Galaktose. Ein Disaccharid als 
Zwischenstufe liess sich nicht fassen. 

Bei partieller S%urehydrolyse konnte neben ~-Glucose, DGafaktose und Ausgangsmaterial die 
Lycobiosc jedoch kein Disaccharid B papierchromatographisch nachgewiesen werden. 

Die Methylierung von 5 mg Substanz ergab bei der papierchromatographischen Untersuchung 
2,3,4,6-Tetramethyl-ogalaktose, 3,4,6-Trimethyf-D-glucose und 2,3,6-Trimethyl-o-galaktose, jedoch 
keine 2,4,6-Trimethyl-qalaktose. 

Disacchatid B 

Aus den Fraktionen 25-32 der Kohles&,ile wurde papierchromatographisch einheitliches Disac- 
charid B erhalten. Dieses Produkt liess sich jcdoch nicht zur Kristallisation bringen. In fester Form 
konnte es durch L&en in MeOH, Versetzen mit n-But und Attdampfen des MeOH erhalten werden. 
Es liess sich in dieser Form gut absaugen und aufbewahren. [a]&’ $40” (10 Min.) -+ +35” (Gleich- 
gewicht) (c = 1-5; H*O). Ein kristallines Derivat darzustellen/misslang ebenfalls (Osazon, Acetat). 
Durch Emulsin wurde die Substanz schnell in ~-Glucose und D-Galaktose im Verhfiltnis 1: 1 gespalten. 
Nach Reduktion mit NaBH, und anschliessender Hydrolyse teigte si& im Papierchromatogramm 
~-Glucose neben wenig D-Galaktose. Durch Methylierung wurden 2,3,4,6Tetramethyl-D-glucose und 
2,4,6-Trimethyl-o-galaktose erhalten, in geringer Menge such 2,3,4,6-Tetramethyl-D-galaktose und 
3,4,6-Trimethyl-D-glucose. Aus diesen Ergebnissen kann man schlieBen, dass neben etwa 90% 

*’ H. B. Wood jr., R. Aflerton, H. W. Diehl und H. G. Fletcher, J. Org. Chem. 20, 875 (1955). 
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/?-D-Glucopyranosyl (I-3)+galaktopyranose (Solabiose) noch 10 % 2/?-D-Galakto-D-glucose vorhan- 
den waren. 

Beim direkten papierchromatographischen Vergleich mit auth. Solabiose und auth. B-D-Galak- 
topyranosyl (l-2)-D-glucopyranose (letztere wurde erst vor kurzem erstmalig synthstisiert’*) hatten 
beide Substanzen, wie such das Disaccharid B, gleiche R,-Werte im System B und C. Jedoch unter- 
s&eden sich die beiden Substanzen bei der Elektrophorese deutlich. M,-Wert fiir Solabiose O-59; 
fir 2@-D-Galakto-D-glucose 0.45. Im Disaccharid B konnte man auf diese Weise neben der Haupt- 
menge (Ma = O-59) noch eine Verunreinigung von M, = 0.45 erkennen, so daD im Digitoninhydroly- 
sat neben Solabiose such p-D-Galakto-pyranosyl (f-2)-D-glucopyranose vorlag. 

Fiir die Uberlassung von Vergleichssubstanzen sind wir den Herren Prof. R. Kuhn (Heidelberg), 
Prof. D. J. Bell (Edingburgh), Prof. K. Wallenfels (Freiburg), Dr. E. G. V. Percival (Edingburgh) und 
Dr. H. G. Fletcher jr. (Bethesda) zu besonderem Dank verpfiichtet. Ferner danken wir der Fa. E. 
MERCK A. G. Darmstadt, fiir die Uberlassung einer g-rtiIjeren Menge Handelsdigitonin und dem 
Fond der Chemie fiir die tianzielle Unterstiitzung dieser Arbeit. 


